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RESUMO 
Neste trabalho definimos a expressão e localização de fatores de transcrição que agem 
no controle de genes diferencialmente expressos na próstata ventral de ratos na ausência 
do andrógeno.  Na primeira etapa, utilizamos análises de microarranjos de DNA, 
bioinformática e identificamos genes com função de reguladores da transcrição: EVI1 
(Mecom), NFY, ELK1, GATA2, MYBL1, MYBL2 (BMYB), e membros da família 
NFkB que foram validados por imunofluorescência e qRT-PCR (Rosa-Ribeiro, Nishan, 
et al., 2014). Na segunda etapa, procuramos caracterizar Bmyb na próstata ventral de 
ratos após a castração e também BMYB e em linhagens celulares humanas. Vimos que a 
expressão de Bmyb teve um aumento de cinco vezes no conteúdo relativo de RNAm e 
presença da sua forma ativa (fosfo-T487-BMYB) no núcleo das células epiteliais de 
próstata ventral de ratos três dias após a castração. Identificamos que as células LNCaP 
(células epiteliais de câncer de próstata humanas) expressam BMYB e as escolhemos 
para testar como o estímulo androgênico modula a expressão, ativação e interação de 
BMYB com o genoma/cromatina. Células LNCaP foram tratadas com R1881 
(andrógeno sintético) 1 nM ou veículo (DMSO) por 6, 12 e 24 horas. Observou-se que o 
tratamento com R1881 por 12 horas resultou em diminuição da expressão de BMYB 
(qRT-PCR), e também em redução da forma fosforilada em T487 (Western Blotting), 
embora tenha o conteúdo aumentado ao longo do ciclo celular e acúmulo acentuado 
durante a mitose (imunofluorescência). Dupla marcação por imunofluorescência revelou 
que a ativação de AR por R1881 resulta em seu acúmulo no núcleo e promove exclusão 
de fosfo-T487-BMYB. Para investigar aspectos da interação entre BMYB com 
cromatina de células LNCaP, submetemos o grupo de 12h tratado com R1881 e o grupo 
controle a técnica de ChIP-seq. As regiões de ligação de BMYB (picos) identificadas 
apresentaram características distintas e similares entre os dois grupos experimentais. 
Como imaginado, o motivo de ligação para BMYB foi encontrado enriquecido nas duas 
condições, porém, no grupo controle foi localizado também uma seqüência não-
canônica para BMYB. Além dos motivos para BMYB, foram encontrados motivos de 
ligação enriquecidos para SMAD2, STAT5, STAT6 e ZFX nos dois grupos enquanto 
NKX2.5 e ZNF711 exclusivamente nos grupos controle e R1881, respectivamente. A 
presença dos motivos para BMYB nos picos, possui uma distribuição que respeita a “lei 
de potência” mostrando que picos com mais motivos de ligação são regiões bastante 
grandes e localizadas próximas ao TSS dos genes mais próximo sugerindo a formação 
de “campos de atividade”. Considerando somente a região próxima ao TSS, há uma 
frequência maior de picos no grupo R1881. Com relação presença de BMYB nos 
cromossomos, ele tem uma distribuição similar nos dois grupos e preferencia pela 
região centromérica. Os genes com TSS mais próximo aos picos de BMYB, são em sua 
maioria “genes codificadores de proteínas” nos dois grupos. Já a respeito das regiões no 
genoma a localização de picos é preferencialmente em regiões “intergênicas” com 
exclusividade de regiões para R1881 em regiões “5’UTR”, “3’UTR” e “Exon” dos 
genes. As ontologias que esses genes configuram (10 vs 55, para controle e R1881, 
respectivamente) são distintas para as duas condições experimentais e se referem a 
funções variadas considerando “biological process”. Além disto, comparando os genes 
encontrados pelo ChIP-seq com transcriptomas da literatura, encontramos que 5% dos 
genes são os mesmos pelas duas abordagens e que genes como KLK3, KLK2, 
TMSRPS22 e NKX2.5 relacionados a biologia da próstata, estão presentes no grupo 
R1881. Em conclusão, os resultados obtidos são inéditos e demonstram que BMYB 
executa funções compatíveis com a regulação diferencial da estrutura da cromatina em 
diversas escalas, nos estados androgênico e hipoandrogênico.  
		
 
ABSTRACT 
In this work we have defined the expression and localization of transcription factors related 
to control of differentially expressed genes by rat ventral prostate under androgen 
deprivation. In the first part, using DNA microarray, bioinformatics we have identified 
genes with annotated function in transcription regulation: EVI1 (Mecom), NFY, ELK1, 
GATA2, MYBL1, MYBL2, and NFkB member family wich were validated through 
immunofluorescence and qRT-PCR (Rosa-Ribeiro, Nishan, et al., 2014). In the second part, 
we characterize Bmyb in the rat ventral prostate after castration and BMYB in prostate human 
cell lines. We observed that expression of Bmyb has had a five-fold increase in mRNA 
content and the presence of its active form (phospho-T487-BMYB) in the epithelial cell 
nuclei in the rat ventral prostate three days after castration. We identified that LNCaP cells 
(isolated from human prostate cancer epithelial cell) express BMYB and chose these cells to 
test the effects of androgen stimulation on BMYB activation and interaction with the 
genome/chromatin. LNCaP cells were incubated with either 1 nM R1881 (a synthetic 
androgen) or the vehicle (DMSO) for 6, 12 or 24 hours. Treatment with R1881 for 12 hours 
resulted in decreased expression of BMYB (qRT-PCR), reduced content of phospho-T487-
BMYB (Western Blotting), although we have shown that the content of this phosphorylated 
form increases along of cellular cycle and accumulates in mitotic cells 
(immunofluorescence). Double immunofluorescence revealed that AR activation for R1881, 
accumulates AR in the nucleus by R1881 and excludes phospho-T487-BMYB. To 
investigate aspects of BMYB interaction with the chromatin in LNCaP cells, submitted the 
12h control and treated with R1881 groups to ChIP-seq. The binding regions of BMYB 
(peaks) identified by ChIP-seq showed distinct and similar aspects between the two 
experimental groups. How expected, the BMYB binding motif was found enriched in both 
groups, however, in the control group was also localized the non-canonical sequence to 
BMYB. Besides BMYB motifs, it was found enrichment motif to SMAD2, STAT5, STAT6 
and ZNFX in both groups, while NKX2.5 and ZNF11 were found in control and R1881 
groups, respectively. The presence of BMYB motif through the peaks, has a distribution that 
respect the “power law” showing that peaks with high BMYB motif concentration are huge 
regions near to TSS suggesting a formation of “activity fields”. Analyzing regions near TSS, 
there is a high frequency of peaks in R1881 group. Despite of BMYB chromosome 
distribution, its has similar distribution in both groups and preferably centromeric 
occupation. The genes with closest TSS of BMYB peaks, are mostly “protein coding” in 
both groups. While in gene regions there is a preferential binding to “intergenic” region with 
exclusive regions to R1881 in “5’UTR”, “3’UTR” and “Exon” of genes. The ontologies (10 
vs 55, for the control and R1881, respectively) are distinct for each experimental condition 
and refer to different functions considering to transcriptomes from literature, was found that 
5% of genes are the same; and gene like: KLK3, KLK2, TMPRSS22 and NKX2.5, strongly 
related to prostate biology, were found in R1881 group. In conclusion, the results are novel 
and demonstrate that BMYB patterns of genome occupation are compatible with its function 
in determining different chromatin structures in different scales in the androgenic and 
hypoandrogenic environments.  
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INTRODUÇÃO 
A próstata  
O sistema reprodutor masculino de mamíferos é composto por diferentes órgãos 
e dentre eles encontramos a próstata, que é um órgão exclusivo desse grupo de animais. 
Anatomicamente, em roedores, a próstata é constituída por três diferentes 
lóbulos conforme a referência da uretra, sendo estes designados de dorso-lateral (PL), 
ventral (PV) e anterior (PA), em contraste com a próstata humana, que não é lobulada. 
Para esse trabalho, analisou-se a próstata ventral, que é constituída por dois lóbulos, 
estes que se encontram adjuntos a uretra, e apresenta estrutura túbulo-alveolar (Jesik, 
Holland, & Lee, 1982). 
Sua função como glândula exócrina contribui com uma fração do líquido 
seminal, sendo enriquecida em íons citrato (que ajudam a neutralizar o pH ácido da 
vagina) e zinco, frutose, lipídeos estruturais, várias enzimas proteolíticas e além de 
diversas substâncias anti-inflamatórias e imunossupressoras, favorecendo a 
sobrevivência dos espermatozoides (PRICE, 1963). 
 Em nível histológico, a próstata possui compartimentos glandulares e não 
glandulares. O componente glandular, epitélio, é constituído por diferentes tipos 
celulares: células luminais que expressam citoqueratina 8, citoqueratina 18, antígeno 
prostático específico (PSA) e receptor de andrógeno (AR). Já as células basais do 
epitélio expressam citoqueratina 5, citoqueratina 14, CD44, BCL-2 e p63 (Hayward et 
al., 1996; Y. Wang, Hayward, Cao, Thayer, & Cunha, 2001) (Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Representação esquemática do epitélio da próstata de humana mostrando os quatro 
tipos celulares do epitélio: Luminal, Intermediário (Intermediate), Basal e Neuroendócrina 
(Neuroendocrine); e também as células musculares lisas do estroma (Stroma). No esquema, é 
possível visualizar as células responsivas ao andrógeno (AR+) e as células que não são 
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responsivas aos andrógenos (AR-). Além disso, há a identificação dos marcadores moleculares 
para cada tipo celular e a referência que o identificou (caixas em cinza claro). Setas na 
extremidade da figura indicam a sinalização parácrina entre estroma e epitélio mediada por AR. 
CK (citoqueratina), AR (receptor de andrógeno –androgen receptor). Reproduzido por Garber, 
2010. 
 
A maioria dos componentes da secreção prostática é produzida pelas células 
luminais. As funções das células basais não são ainda muito claras, porém elas são 
frequentemente associadas como células tronco–like, que possuem o papel de repor as 
células epiteliais do epitélio prostático (El-Alfy, Pelletier, Hermo, & Labrie, 2000). 
Outro tipo celular presente no epitélio prostático é o das células 
neuroendócrinas, as quais estão dispersas entre as camadas basal e luminal (Noordzij, 
van Steenbrugge, van der Kwast, & Schröder, 1995) e são independentes de andrógeno 
(Hirano, Okada, Minei, Takimoto, & Nemoto, 2004). Apesar de ainda não ter função 
esclarecida, sugere-se que elas possam estar ligadas à origem das neoplasias prostáticas 
(Sciarra et al., 2003). 
O estroma da próstata é muito importante para a biologia desse órgão. A 
principal célula desse compartimento é a célula muscular lisa (CML), que está 
relacionada com a síntese de componentes regulatórios e estruturais da matriz 
extracelular o que auxilia na comunicação epitélio-estroma, agindo de forma parácrina 
nas células epiteliais (Farnsworth, 1999). Para suas atividades, as CML’s respondem 
aos andrógenos, pois expressam AR (Prins, Birch, & Greene, 1991), porém os efeitos 
desse hormônio e o comportamento dessas células para a biologia prostática, ainda são 
pouco entendidos. 
 
Regulação androgênica  
A regulação androgênica, em geral, e da biologia prostática em particular, inclui 
a ideia de que a ausência/presença do estímulo androgênico define “estados 
fisiológicos”. Em termos moleculares, os andrógenos atuam via receptor de andrógeno, 
e fica determinada que esta seja a via de condução entre os dois estados. 
O AR é um fator de transcrição nuclear e membro da superfamília de receptores 
nucleares, a qual inclui receptores para estrógeno, progesterona, glicorticoides, 
mineralocorticoides, PPAR’s, receptores para hormônios da tireóide, receptores para 
vitamina D e ácido retinóico (White, 1998). A expressão do AR acontece em duas 
isoformas diferentes: isoforma B (110 KDa) e isoforma A (80 KDa), sendo a primeira  
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predominante. Entretanto, ambas podem ligar os hormônios testosterona (T) ou 
diidrotestosterona (DHT) (Gao & McPhaul, 1998).  
A ativação do AR e seu consequente papel na regulação da expressão gênica 
acontecem na presença de andrógenos. Inicialmente a testosterona, principalmente 
produzida pelas células de Leydig dos testículos, em sua forma livre circulante está 
associada à proteína ligada a hormônios esteroides (do inglês, steroid hormone binding 
protein-SHBP). Esse complexo entra no citoplasma das células responsivas ao 
andrógeno da próstata e é convertida em diidrotestosterona (DHT) por uma enzima 
chamada 5a-redutase. A DHT tem maior afinidade que a testosterona pelo AR 
(Radmayr et al., 2008).  
 O domínio de ligação ao ligante do AR, em presença da DHT sofre modificação 
conformacional, dissocia-se de proteínas heat shock (-90, -70, -56), posteriormente, 
dimeriza-se e é fosforilado por quinases, tornando-se ativo (Cardozo et al., 2003).  
Uma vez ativado, o AR entra no núcleo celular por uma via dependente de 
importina A e se liga a sequências específicas do DNA chamadas elementos 
responsivos ao andrógeno (do inglês, androgen responsive elements, AREs) regulando 
atividades relacionadas à proliferação celular, sobrevivência e produção de produtos de 
secreção (Powell et al., 2004), o que mantém a próstata em atividade. 
Porém, nem toda função celular e nem todo evento molecular envolvendo o 
andrógeno é diretamente regulado pelo AR. Sabe-se que juntamente ao AR existem 
mais de 300 proteínas nucleares que agem como co-reguladores no controle da 
expressão gênica (Culig & Santer, 2012; Heemers & Tindall, 2007). Um mecanismo 
que demonstra isso é a associação do AR em regiões enhancer juntamente com os 
fatores de transcrição GATA-2, FOXA1 e OCT1/2 (Q. Wang et al., 2007).  Uma vez 
que essas proteínas estejam associadas, formam uma alça que possibilitam interações à 
distância de regiões promotoras proximais aos TSS dos genes que serão regulados. 
Portanto, uma vez que o complexo enhancer-proteína seja estabelecido, há 
comunicação de maneira ampla com diversos promotores ao longo do DNA tendo 
assim, um alto potencial em afetar a expressão gênica (van Berkum & Dekker, 2009).  
Outro aspecto da associação do AR ao DNA diz respeito ao posicionamento dos 
nucleossomos. Investigaram-se nucleossomos próximos a região enhancer dos genes 
TMPRSS2, KLK3 e KLK2, em células LNCaP, na presença de DHT onde se 
demonstrou ocorrer depleção de nucleossomos destas regiões ocupadas pelo AR. 
Porém, observou-se que essa estrutura descompactada se mantinha mesmo na ausência 
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do estímulo androgênico e que nessas regiões havia ocupação por GATA-2, o qual 
sustentava o estado de descompactação mesmo quando o estímulo havia cessado 
(Andreu-Vieyra et al., 2011). 
Neste contexto, acreditamos na existência de redes de regulação da expressão 
gênica, particulares de cada tipo celular responsivo ao andrógeno. Como parte destas 
redes existiriam elementos de regulação positiva e de regulação negativa, capazes de 
formar módulos de regulação os quais representariam níveis de complexidade 
mecanística como, por exemplo, a regulação dos diferentes estados da cromatina.  
Portanto, nosso interesse neste fenômeno insere-se num contexto geral da 
fisiologia do andrógeno e, já que os níveis variados desse hormônio são capazes de 
regular várias atividades naturais como aspectos da diferenciação sexual secundária em 
machos (marcados pelas transições típicas da puberdade), os eventos relacionados à 
reprodução sazonal, a hierarquia de machos em animais com comportamento social, 
além de agir nas doenças típicas da próstata como prostatites, hiperplasia epitelial e/ou 
estromal, o câncer de próstata e o câncer de próstata resistente à castração (CPRC).  
 
Câncer de próstata e a privação de andrógeno 
Em termos epidemiológicos, o câncer de próstata é o segundo câncer mais 
incidente nos homens a partir dos 65 anos, tendo prevalência mais alta em países 
desenvolvidos (Ministério da Saúde, INCA, 2015). A maioria deles são 
adenocarcinomas, ou seja, derivam das células epiteliais. 
Como outros tumores, o câncer de próstata é causado pelo acúmulo de alterações 
genéticas nas células que as levam ao crescimento maligno. Porém, os eventos que 
desencadeiam o seu desenvolvimento ainda não são totalmente elucidados. Existe uma 
associação de que inflamações possam deixar a próstata mais sensível ao 
desenvolvimento da doença por conta da presença de citocinas e pela genotoxicidade de 
radicais livres de oxigênio, produzidos por processos inflamatórios, associados ou não a 
infecções microbianas, que podem causar o aumento da proliferação celular e, portanto, 
promover a tumorigênese (Goldstraw, Fitzpatrick, & Kirby, 2007). 
 O diagnóstico inicial da doença pode ser feito por exame físico de toque da 
próstata, em paralelo à quantificação do antígeno específico da próstata (do inglês, 
prostate-specific antige, PSA) circulante. Mesmo o PSA sendo o biomarcador mais 
utilizado para o câncer de próstata, sua identificação pode resultar em falso diagnóstico 
da doença, pois seu aumento também acontece em outras patologias prostáticas como 
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hiperplasia benigna e prostatites (Diamandis, 1998; Sardana, Dowell, & Diamandis, 
2008), podendo até mesmo expressar mais PSA na hiperplasia benigna que no próprio 
câncer de próstata (Aihara et al., 1994). Portanto, há forte busca por marcadores 
específicos que possam substituir de maneira eficiente o diagnóstico por PSA. Um 
trabalho atual identificou por proteômica 133 proteínas da secreção prostática 
extraprostática e próstata-confinada de pacientes com câncer que são diferencialmente 
expressas. Foi visto que 34 delas estavam presentes na urina dos pacientes com câncer 
de próstata, o que indica uma possibilidade de substituição do diagnóstico por PSA 
(Kim et al., 2016). 
Uma vez diagnosticada a doença de câncer de próstata, existem várias opções de 
tratamento e a decisão sobre qual procedimento o paciente irá realizar baseia-se em uma 
análise clínica individual. De forma geral, a terapia para câncer de próstata avançado 
inclui a prostatectomia radical, radiação terapêutica, quimioterapia e privação de 
andrógeno. Os dois primeiros tratamentos são aconselhados para um câncer de próstata 
mais localizado (Shipley et al., 1999; van den Bergh & Giannarini, 2014).   
Apesar de não se saber ao certo os motivos que levam esse órgão a desenvolver 
câncer, é extremamente claro que o tumor, em seu estágio inicial, está associado com a 
presença e ação de andrógenos, o que foi descoberto por Charles Brenton Huggins 
(Huggins & Hodges, 1972), prêmio Nobel de 1966.  
Consequentemente, o AR é o principal alvo de terapias hormonais empregadas 
no tratamento da doença em estágio avançado (Figura 2).  Além disto, inúmeras 
investigações têm buscado entender o papel dos andrógenos, do receptor de andrógeno e 
de seus genes-alvo, objetivando identificar alvos terapêuticos, que possam ser utilizados 
com o objetivo de conter a doença (Ferraldeschi, Welti, Luo, Attard, & de Bono, 2014; 
Heinlein & Chang, 2004; Q. Wang et al., 2007; Zhao et al., 2011). 
É sabido que células de câncer privadas do estímulo androgênico diminuem sua 
proliferação, assim como células de próstata normal, o que acaba diminuindo o tamanho 
geral do órgão. Existem vários métodos para inibir a produção de andrógeno ou sua 
interação com o AR, incluindo a orquiectomia (castração cirúrgica) e a castração 
química. Dentre os métodos de castração química, encontra-se a utilização de agonistas 
e/ou antagonistas de LHRH, como leuprolideos e histrelinas que inibem a produção de 
testosterona pelos testículos (Crawford & Hou, 2009), e também os anti-androgênios 
como flutamida, nilutamida e bicalutamida (Osguthorpe & Hagler, 2011), que tentam 
impedir a ligação da testosterona ou da diidrotestosterona ao AR. 
		
22	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Esquema mostrando as possíveis intervenções de castração química e cirúrgica para o 
tratamento do câncer de próstata avançado. LH-RH liberação do hormônio lutenizante; ACTH-
hormônio adrenocorticotrópico; T-testosterona; 5-aR- 5 alfa redutase; DHT-diidrotestosterona; 
AR-receptor de andrógeno. Reproduzido por Miyamoto, Messing, & Chang, 2004. 
   
A castração cirúrgica tem como consequência mais evidente a queda de 95% da 
testosterona sérica.  Essa resposta eficiente é observada também em ratos normais 
castrados, onde níveis de andrógenos caem rapidamente para cerca de 10% duas horas 
após a cirurgia (Isaacs, 1984), levando a redução de 66 e 80% do peso da próstata aos 7 
e aos 10 dias após a castração, respectivamente (Isaacs, 1984; Kyprianou & Isaacs, 
1988).  
Tal involução prostática ocorre devido a uma série de modificações que ocorrem 
sequencialmente na ausência dos andrógenos. No epitélio, há uma diminuição da 
proliferação celular e promoção da morte das células epiteliais (Kyprianou & Isaacs, 
1988). Um estudo da cinética de morte destas células epiteliais comparando a castração 
cirúrgica, castração química pela alta dose de estrógeno e combinação dos dois 
tratamentos, confirmou que a próstata apresenta um pico de morte das células epiteliais 
no terceiro dia após a castração cirúrgica e demonstrou que a alta dose de estrógeno 
resulta em morte das células epiteliais, mas não caracteriza pico claro no terceiro dia 
(García-Flórez, Oliveira, & Carvalho, 2005) (Figura 3A). 
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Além da morte das células epiteliais individuais, há também um fenômeno  
chamado de descamação que contribui para a deleção de células epiteliais coletivamente 
sem a ativação das vias clássicas de apoptose (Rosa-Ribeiro, Barbosa, Kuhne, & 
Carvalho, 2014). 
Mesmo sabendo desde 1988 existe o fenômeno de morte celular das células 
epiteliais da próstata privada de andrógeno, as vias biomoleculares envolvidas para que 
isso ocorra de forma seletiva ainda são desconhecidas. Como tentativa em esclarecer 
esses mecanismos, um estudo mostrou que durante a regressão da próstata ventral de 
ratos pós-castração, nos 9o e 10o dias pós-castração há aumento de ativação de MMP-2 e 
MMP-9 e da expressão de MMP-7, que antecede um pico de morte no 11o dia e que o 
bloqueio da atividade das MMPs como o inibidor de amplo espectro GM6001 reduz 
cerca de 50% da quantidade de células apoptóticas neste momento específico (Bruni-
Cardoso, Augusto, Pravatta, Damas-Souza, & Carvalho, 2010).  
Desta maneira, evidencia-se a existência de vários fenômenos relacionados com 
a adaptação da próstata ao ambiente hipo-androgênico, os quais necessitam ser melhor 
investigados, para que se tenha melhor compreensão da fisiologia do órgão em nível 
celular e molecular em resposta à privação androgênica e, em particular, entender que 
elementos podem levar à origem e progressão do câncer de próstata para o seu estágio 
mais agressivo, designado câncer de próstata resistente à castração (CPRC). 
 
Câncer de próstata resistente à castração 
 O câncer de próstata responde bem ao tratamento que promove a privação 
androgênica. Como resultado, há a redução significativa do tamanho do órgão e do 
tumor tanto via química quanto cirúrgica, com morte de grande parte das células 
dependentes de andrógeno (Stearns & McGarvey, 1992). Porém, no ambiente hipo-
androgênico, ocorre a seleção de células que podem sobreviver independente do 
andrógeno, o que resulta no câncer de próstata resistente à castração CRPC (do inglês, 
androgen-independent prostate cancer). 
Vários trabalhos mostram a possível origem do CRPC. A respeito da própria via 
de sinalização do AR, mostram que ganho de função se deve a amplificação gênica, 
mutações, mudança nos co-reguladores além da ativação independente de ligante 
(Feldman & Feldman, 2001). 
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Figura 3: Cinética de morte das células epiteliais prostáticas (A) e  variação de expressão de 
BMYB. A: Variação na quantidade de células epiteliais apoptóticas na próstata ventral de ratos 
durante sete dias depois da castração (Cas), alta dose de estrógeno (E2) e combinação dos dois 
tratamentos (Cas+E2) 0 =  controle não castrado (García-Flórez et al., 2005). B: Gráfico 
mostrando a cinética de expressão de BMyb da próstata ventral de ratos controle não castrados 
(NC, sham-operated) e durante sete dias após orquiectomia (Rosa-Ribeiro, Nishan, et al., 2014). 
As letras minúsculas em A indicam diferenças significativas entre os diferentes tempos 
experimentais. O asterisco em B indica diferença significativa com respeito ao controle NC (p < 
0,05). 
 
  Mutação no AR é reportada em cerca de 10 a 20 % dos pacientes com CRPC, e 
estas mutações permitiriam que as células proliferassem em condições de ausência de 
andrógenos (Taplin et al., 1995). A primeira mutação do AR que levava ganho de 
função foi descrita na linhagem celular LNCaP hormônio-responsiva e que foi isolada 
de metástase em linfonodo. A mutação encontrada nessa linhagem ocorre no domínio de 
ligação ao ligante a qual amplia a gama de ligantes capazes de ativar o AR, como 
progesterona e 17b-estradiol, que podem se ligar e ativar esse fator de transcrição. 
Tumores primários apresentam baixa frequência de mutações quando comparados com 
tumores de próstata metastático (Taplin et al., 1995). 
 Além deste tipo de modificação direta do AR, outras vias de sinalização são 
capazes de promover a atividade do AR em níveis baixíssimos de andrógeno, de uma 
maneira “outlaw pathway”, tais como fator de crescimento semelhante à insulina 
(IGF1), fator de crescimento de keratinocito (KFG) e fator de crescimento epidermal 
(EGF) ou as interleucinas 6 e 8 que se mostram aumentadas em CPRC e que são 
capazes de estimular as mesmas atividades coordenadas por AR e assim podem regular 
a expressão de genes que antes eram somente andrógeno- regulados (Drachenberg, 
Elgamal, Rowbotham, Peterson, & Murphy, 1999; Lee et al., 2003). 
García-Flórez, et al 2005 Bruni-Cardoso et al, 2009 
A	 B	
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Em outra frente, há estudos que apontam células-tronco/progenitoras como 
origem do CPRC. Sabe-se que a quantidade de células-tronco/progenitoras na próstata 
normal adulta é raro, e que a deleção de grande quantidade das células luminais durante 
a castração, faz com que essas células andrógeno- independente tenha sua proporção 
aumentada após a castração, na tentativa de repor esse epitélio (Oldridge, Pellacani, 
Collins, & Maitland, 2012). Muito antes disso, havia sido observado que a próstata tem 
a capacidade de se regenerar após sucessivos ciclos de castração e de restauração dos 
níveis normais de andrógeno (English, Santen, & Isaacs, 1987) e isso faz pensar que a 
resistência das células-tronco/progenitoras, assim como sua capacidade de 
sobrevivência na ausência de hormônio  seja um possível alvo para o desenvolvimento 
do CPRC.  
 Além das relações com o andrógeno, alternativamente o CPRC pode sobreviver 
independentemente da ativação do AR. A ativação da via de sinalização por Akt faz 
com que as células escapem da apoptose e também a alta expressão de Akt regula 
negativamente a expressão da p27 em células LNCaP e acelera o crescimento do 
tumores xenográficos (Debes & Tindall, 2004).  
 Assim como a Akt, a proteína BCL2 também é uma reforço para substituição do 
AR. Primeiro a BCL2 é fortemente expressa por células pré-malignas e no CPRC 
(Colombel et al., 1993). Segundo, foi mostrado que o bloqueio de expressão de BLC2 
por oligonucleotídeo antisense atrasa o CPRC emergente em modelos xenográficos com 
células LNCaP (Gleave et al., 1999).  
Finalmente, ainda pode acontecer a ativação de receptores nucleares diferentes 
do AR. Em particular, um estudo utilizando células LNCaP/AR responsiva ao DTH mas 
resistente ao antiandrógeno enzolutamida, oriunda de um modelo xenográfico, a qual foi 
chamada de linhagem LREX, mostrou valores altos de expressão do receptor de 
glucorticóide (GR) e com índices de expressão para AR parecidos com as células 
controle. Análise de transcriptoma de AR e GR com ligantes DHT e Dex 
(dexametasona), respectivamente, mostrou que >80% dos genes regulados são 
semelhantes entre eles. Foi visto por ChIP-seq que AR e GR compartilham de 52% 
regiões de ligação e que 64% dessas regiões compartilhadas encontram motivos de 
FoxA enriquecido, mostrando dessa maneira que GR substitui com eficiência o AR e 
que necessita dos mesmos colaboradores para regular a expressão gênica  (Arora et al., 
2013). 
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A proteína BMYB 
Além da complexidade da interação do AR com suas regiões de regulação e da 
existência de inúmeros co-reguladores que contribuem com sua atividade, existe ainda a 
variação temporal na expressão dos genes regulados. Isso parece mostrar a dinâmica 
complexa dos elementos de regulação e, possivelmente, o envolvimento de fatores 
reguladores não diretamente vinculados à atividade do AR.  
Para abordar esta questão, escolhemos identificar moléculas com expressão 
diferencial e que estivessem relacionadas à regulação da transcrição de genes 
diferencialmente expressos após a castração. Neste sentido, realizamos um estudo do 
transcriptoma da próstata sob diferentes tratamentos de privação de andrógeno: 
castração cirúrgica, tratamento com alta dose de estrógeno, e a combinação de ambos, 
utilizando microarranjos de DNA. Identificamos uma série de fatores de transcrição que 
foram identificados (i) por participarem das redes de regulação formadas pelos genes 
diferencialmente expressos e/ou (ii) por terem motivos de ligação nos 3.000 pb, que 
precedem o TSS dos genes com maior variação de expressão. Os fatores encontrados 
que corroboravam pelas duas abordagens nos levaram à identificação dos fatores: EVI1, 
ELK1, HNF4, NFY, GATA2, v-MYB, NFkB e c-Rel como potenciais reguladores da 
expressão dos genes envolvidos nas alterações sequenciais após a castração. A 
validação dos resultados por RT-PCR em tempo real, comparando a próstata de animais 
controle (sham) e castrados de um a sete dias após a castração, mostrou que BMyb 
apresenta expressão aumentada cinco vezes quando comparada ao controle no terceiro 
dia após a castração (Figura 3B) (Rosa-Ribeiro et al., 2014) e, coincidentemente, 
quando ocorre o pico de morte das células epiteliais após a castração (García-Flórez et 
al., 2005). 
O fator de transcrição BMyb pertence a família MYB que comporta três genes: 
AMyb ou (Mybl1), BMyb ou (Mybl2) e CMyb ou (Myb) os quais compartilham de uma 
grande homologia em suas sequências (Figura 4), mas possuem expressão diferencial 
em células e tecidos, com sobreposição de alguns deles em algumas situações (Oh & 
Reddy, 1999). Sobre a sequência de ligação ao DNA, sabe-se que existe uma similar 
afinidade entre as três proteínas da família por motivos específicos, porém existem 
algumas preferências distintas por nucleotídeos que flanqueiam o core do sítio de 
ligação (Watson, Robinson, & Lam, 1993). Dessa maneira fica claro que os membros da 
família MYB possuem uma distinta preferência de ligação dependente do contexto da 
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sequência da região alvo, promovendo um atrativo para o entendimento das funções 
biológicas dos membros da família.  
O gene BMyb codifica uma proteína (BMYB) que participa de diferentes 
funções celulares. Porém, seu papel melhor caracterizado é na divisão celular. Nesse 
contexto, BMYB é fosforilada pelo complexo ciclina A/CDK2 na treonina 487 e, uma 
vez ativo, regula a expressão de genes importantes na transição G2/M do ciclo celular 
(Lane, Farlie, & Watson, 1997; Saville & Watson, 1998; Werwein, Dzuganova, Usadel, 
& Klempnauer, 2013). 
Entretanto, BMYB está associado a outras funções além da regulação de genes 
relacionados ao ciclo celular, apresentado papéis na sobrevivência celular e função anti-
apoptótica, por exemplo. Células DT40 (de galinha) que não expressam BMYB não 
apresentam alteração ou comprometimento do ciclo celular. Porém, quando irradiadas 
com UV e/ou tratadas com agente alquilante metanossulfonato de metilo, mostraram-se 
maior quantidade de danos no DNA, sugerindo que BMYB atua na resposta a danos ao 
DNA e, consequentemente, age na decisão a respeito da sobrevivência celular (Ahlbory, 
Appl, Lang, & Klempnauer, 2005). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Comparação da organização modular dos membros da família MYB. O número 
acima de cada diagrama refere-se à posição dos aminoácidos. A linha fina delimita setores com 
a porcentagem de similaridade com c-Myb. DNBD: sítio de ligação ao DNA; NRD: domínio de 
regulação negativa; RD: domínio regulatório; TA: domínio de transativação; LLL: domínio 
zíper de leucina. Reproduzido de (Oh & Reddy, 1999). 
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Tal dado se complementa por ter sido observado que danos causados ao DNA 
por exposição de células a doxorrubicina resulta em recrutamento de BMYB para os 
sítios de danos induzidos ao DNA no checkpoint de G2 do ciclo celular, em células 
mutantes para p53 (Mannefeld, Klassen, & Gaubatz, 2009), mostrando assim que 
BMYB participa de resposta celular ao stress.  
Num outro exemplo, células expostas a irradiação UV mostraram uma ativação 
transiente de BMYB fosforilado na treonina 487, mesmo sítio de ativação para ciclo 
celular, em regiões SC35 do núcleo e que a proteínas responsáveis pela ativação de 
BMYB nessa circunstância não é o complexo ciclina/CdK e sim as quinases Jnk e p38, 
mostrando dessa forma que existem outras proteínas capazes de regular a atividade de 
BMYB por fosforilação da treonina 487 (Werwein et al., 2013). 
Dados seu padrão de expressão, participação na regulação do ciclo celular e na 
resposta a danos ao DNA, BMYB tem recebido caracterização como proto-oncogene. 
Além disso, a super-expressão de BMYB aumenta a expressão de proteínas anti-
apoptóticas como BCL2, survivina e clusterina, que facilitam a progressão do câncer 
(Cervellera et al., 2000). O mesmo se aplica ao outro membro da sua família, CMYB, 
uma vez que expressão deste é aumentada em vários tumores (Grassilli, Salomoni, 
Perrotti, Franceschi, & Calabretta, 1999).  
Além de regular a expressão de genes importantes na interfase do ciclo celular, 
BMYB é importante também durante a mitose. Foi observado que os embriões de peixe 
zebra da linhagem mutante crash & burn (crb), no qual há perda de função de BMYB, 
apresentam células com defeitos na formação do fuso mitótico, o que resulta em 
instabilidade genômica. Além disto, há alta correlação de expressão gênica entre o 
mutante da linhagem de peixe zebra crb com as assinatura de genes encontrada em 
amostras de 14 tumores humanos (Shepard et al., 2005). 
Esse processo de participação de BMYB na formação placa metafásica mostrou 
que BMYB coprecipita-se com as proteínas clatrina e filamina (Myb-b-Clafi), e que a 
formação deste complexo é importante para guiar a posição de clatrina no fuso mitótico, 
o qual deve estabilizar as fibras do fuso ligadas ao cinetócoro, dado que, na ausência de 
BMYB, a quantidade de clatrina associada às fibras do fuso diminui e isto bloqueia a 
progressão do ciclo celular de forma normal (Yamauchi et al., 2008).  
Este conjunto de resultados sugere que BMYB desempenhe funções não 
genômicas e mostram como BMYB pode estar relacionado a diversas funções celulares 
(Figura 5). 
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Dada a presença de motivos de ligação para MYB’s nos genes diferencialmente 
expressos na próstata ventral após a castração, sua localização nas células epiteliais 
(Apêndice I) e o padrão de expressão de Bmyb na próstata de ratos depois da castração e 
(Rosa-Ribeiro et al. 2014), consideramos importante buscar caracterizar alguns aspectos 
da sua função, determinando o padrão de ocupação do genoma de células LNCaP em 
condições variadas de estímulo androgênico por metil-trienolona (R1881), um agonista 
do AR sintético que atua também como antagonista de mineralocorticoides (Takeda et 
al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Participação de BMYB em diversos processos e vias de regulação relacionadas à 
proliferação, resposta a estresse e sobrevivência celular. Reproduzido de Mowla et al., 2014. 
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OBJETIVOS 
Objetivo geral 
	 	
Identificar genes e caracterizar sua expressão durante os eventos relacionados à 
adaptação da próstata ao ambiente hipo-androgênico. 
 
Específicos 
	
• Identificar genes com funções relacionadas à regulação da expressão gênica, em 
particular fatores de transcrição, expressos e/ou ativados na transição entre os 
estados androgênico e hipoandrogênico, simulado pela castração;  
• Caracterizar a expressão de BMYB em linhagens celulares epiteliais da próstata 
(PC3, RWPE1 e LNCaP) e sua modulação pelo tratamento com R1881, um 
fármaco sintético, agonista do receptor de andrógeno; 
• Definir a distribuição de BMYB e AR no núcleo das células LNCaP em 
presença e ausência de andrógeno; 
• Determinar o padrão de ocupação do genoma por BMYB utilizando ChIP-Seq;  
• Correlacionar os genes identificados por ChIP-Seq com dados existentes do 
transcriptoma de células LNCaP sob estímulo androgênico e identificar funções 
associadas; 
• Caracterizar a distribuição de BMYB e nas células LNCaP ao longo do ciclo 
celular. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Cultivo celular e tratamentos  
Para avaliar a expressão de BMYB em linhagens prostáticas humanas, foram 
utilizadas duas linhagens tumorais: LNCaP (responsiva ao andrógeno) e PC3 (não 
responsiva ao andrógeno), e a linhagem RWPE-1, derivada de células epiteliais 
humanas não tumorais, que foram transformadas com os genes E6 e E7 do HPV. 
As linhagens celulares PC3, LNCaP e RWPE-1 foram adquiridas da American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). As células PC3 (CRL1435) 
foram cultivadas em meio F12-K com soro fetal bovino 10% e 1% de antibiótico (cat. 
P4333, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As células RWPE-1 (CRL11609) 
foram cultivadas em meio de cultura para queratinócitos livre de soro (cat. 17005-042, 
Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado com extrato de pituitária bovina (BPE) 
e fator de crescimento epidermal (EGF) humano recombinante. Linhagem de células 
epiteliais metastáticas da próstata (LNCaP) obtidas de linfonodos (CRL1740) e 
cultivadas em meio RPMI-1640 (cat. 30-2001, Gibco), com 10% de soro fetal bovino e 
1% de antibiótico e antifúngico (cat. 15240-062, Gibco). Todas as linhagens foram 
cultivadas a 37oC em atmosfera úmida e com CO2 a 5%. 
Para a imunofluorescência, as três linhagens foram cultivadas em placas de 24 
poços sobre lamínulas de vidro, nas mesmas condições apresentadas acima. 
Para os testes com droga R1881, as células LNCaP cresceram em sete garrafas 
de 25 cm2 em meio completo até atingirem 60-70% de confluência. Posteriormente, o 
meio foi trocado por meio RPMI-1640 com soro fetal bovino a 0,5% tratado com carvão 
ativado (CBS) (cat. 12676011, Gibco) e de antifúngico mais antibiótico a 1% (15240-
062, ThermoFisher, NY, USA), e mantidos por 24h. Completadas as 24 horas no meio 
com soro CBS, um grupo foi imediatamente utilizado (0h) e os grupos restantes foram 
tratados com o andrógeno sintético R1881 0.1nM, 1nM e 10nM (cat. R0908, Sigma 
Aldrich) dissolvido em DMSO (R1881), ou apenas com veículo (CT) (dados 
suplementares).  
Escolheu-se a dosagem de 1nM para a realização dos experimentos e após 6, 12 
e 24 horas na presença da droga R1881 (ou do veículo), as células foram tripsinizadas e 
utilizadas para extração de RNA ou de proteínas. 
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Células do grupo CT e R1881 após 12 horas de tratamento foram utilizadas para 
o experimento de ChIP-seq. 
 
Western Blotting  
As proteínas totais das diferentes linhagens de células humanas de próstata 
foram extraídas com tampão RIPA 1x (cat. 9608, Cell Signaling), contendo PMSF 10 
nM. Para extração das proteínas totais, células LNCaP nas diferentes condições 
experimentais foram colocadas em tampão RIPA 1x (cat. 9608, Cell Signaling), 
contendo PMSF 10 nM e coquetel inibidores de fosfatases 2 (cat. p5726, Sigma 
Aldrich) e 3 (cat. p0044, Sigma Aldrich), ambos diluídos 1:100 (v:v). As células foram 
incubadas nessa solução por duas horas a 4oC e, em seguida, centrifugadas a 14.000 rpm 
por 15 minutos a 4oC. O sobrenadante foi coletado e, em seguida, quantificado pelos 
métodos de Bradford (diferentes linhagens) ou BCA (LNCaP sob diferentes 
tratamentos). 
Foram aplicados 20 µg de proteína para o carregamento do gel de poli-
acrilamida a 12,5%. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana 
de nitrocelulose por 1 hora a 100V. A membrana foi incubada em solução de bloqueio 
contendo BSA 5%, por uma hora à temperatura ambiente no teste realizado com as 
linhagens celulares; ou leite desnatado 0,5% em PBS e 50% de Odyssy block buffer (cat. 
927-40000, Li-Cor, Lincoln, NB, USA), por 30 minutos sob agitação à temperatura 
ambiente, no caso das células LNCaP submetida aos diferentes tratamentos. 
Posteriormente, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos: 
anti-BMYB produzido em cabra (cat. ab53511, ABCAM); anti-AR produzido em 
coelho (cat. 5153P, Cell Signaling), e fosfo-T487-BMYB produzido em coelho (cat. 
ab76009, ABCAM), todos diluídos 1:1000 (v:v), na mesma solução de bloqueio e 
mantidos sob agitação a 4oC, overnight. A membrana tratada com anticorpo primário 
contra BMYB foi incubada com anticorpo secundário produzido em burro anti-IgG de 
cabra conjugado com AlexaFluor 546, diluido 1:5000 (v:v),  na mesma solução de 
bloqueio (cat. A11056, Life Technologies); as membranas incubadas com anticorpos 
contra fosfo-T487-BMYB e AR foram incubadas com anticorpo secundário produzido 
em burro anti-IgG de coelho (cat. 926-32212, Li-Cor), diluído 1:20.000 (v:v),  na 
mesma solução de bloqueio, por uma hora à temperatura ambiente, sob agitação. Em 
seguida, as membranas foram lavadas em PBS. Os géis foram analisados nos 
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equipamentos Typhoon TRIO Variable Mode Image (GE Helthcare, Buckinghamshire, 
UK) ou Odyssey Image System (Li-Cor). 
 
PCR quantitativo em tempo real  
O RNA total foi extraído das células cultivadas sob diferentes condições 
utilizando o kit de extração RNAspin Mini Kit (cat. 25-0500-72, GE Helthcare), 
seguindo as instruções do fabricante. O RNA obtido foi quantificado e avaliado em 
espectrofotômetro sendo considerado apropriado para outros procedimentos quando as 
razões A260/280 e A260/230 estavam maiores ou iguais a 1,8. Para a técnica de transcrição 
reversa e obtenção do cDNA, a alíquota de 1µg de RNA total foi utilizado como input 
da reação, seguindo as orientações do kit Super Script III (cat. 18080-051, Invitrogen). 
O cDNA obtido foi empregado para a reação de PCR em tempo real. Para isso, foram 
utilizadas sondas TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster 
City, CA) no aparelho Applied Biosystems 7300, sendo que 20 ng de cDNA foram 
utilizados em cada uma das reações. Os ensaios TaqMan utilizados foram: MYBL2 
(humano-Hs00942543_m1); b-ACTIN (humano- Hs999999_m1) como controle interno.  
Após a reação de PCR, foram calculados o ΔCT, o ΔΔCT, e, por fim, os 
resultados foram apresentados como fold-change (2-ΔΔCT).  
A partir do resultado de fold change, foi calculado a percentagem de expressão 
de BMYB e KLK3 do grupo R1881 relativo ao grupo controle. Os resultados obtidos 
foram plotados em gráfico com eixo secundário. 
 
Imunofluorescência  
As células LNCaP foram cultivadas em placas de 24 poços sobre lamínulas de 
vidro. Após o tratamento com a droga ou com o veículo, as células foram lavadas em 
PBS e em seguida fixadas em paraformaldeído 2% em PBS, por 10 minutos à 
temperatura ambiente.  
Posteriormente, o material foi permeabilizado com Triton X-100 0,1% em PBS 
(PBS-T) por 15 minutos. Em seguida, realizou-se o bloqueio de ligações inespecíficas 
com BSA 3% em PBS, por uma hora à temperatura ambiente.  
A incubação com os anticorpos primários anti-BMYB produzido em cabra (cat. 
ab53511, ABCAM) e anti-fosfo-BMYB (cat. ab76009, ABCAM), produzido em coelho 
e diluídos 1:30.000 (v:v) em BSA 1%, foi feita overnight a 4oC. Em seguida, o material 
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foi lavado três vezes em PBS e incubados por uma hora à temperatura ambiente com 
DAPI e anticorpos secundários para BMYB, produzidos em burro anti-IgG de cabra e 
conjugados com AlexaFluor 546 (cat. A11056, Life Technologies) e para fosfo-BMYB, 
produzido em cabra anti-IgG de coelho e conjugado com AlexaFluor 546 (cat. A11010, 
Life Technologies), ambos diluídos 1:1.000 (v:v) em PBS.  
Para a dupla marcação de fosfo-T487-BMYB e AR não foi realizado o bloqueio 
com BSA e utilizou-se para BMYB o mesmo anticorpo já citado e AR (cat. AB9474, 
ABCAM) diluído 1:50 em BSA 1%. 
As amostras foram examinadas em confocal LSM 780-NLO acoplado ao 
microscópio Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Alemanha), utilizando objetiva de 63x 
para visualização da distribuição geral de BMYB ou objetiva de 40x para a dupla 
marcação, no Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Fotônica Aplicada à 
Biologia Celular (INFABiC), da Universidade Estadual de Campinas.  
 
Quantificação da intensidade de marcação de fosfo-T487-BMYB e DAPI 
 Imagens obtidas pela dupla marcação para DAPI e fosfo-T487-BMYB foram 
submetidas a análise em software ImageJ.  
 Nas imagens obtidas, foi selecionada a região do núcleo de cada célula vista no 
campo analisado e em seguida os canais fluorescentes do Alexa 546 (fosfo-T487-
BMYB) e também do núcleo (DAPI) foi separado e a intensidade da fluorescência 
quantificada. Em seguida, os valores obtidos foram plotados e para determinação da 
relação existente entre conteúdo de DNA e fosfo-T487-BMYB nas células do grupo 
tratados por R1881 por 12 hs. 
 
ChIP-seq  
Um total de 107 células LNCaP dos grupos experimentais 0h, 12h DMSO e 12h 
R1881 foram utilizadas para a imuno-precipitação da cromatina. O crosslink entre 
proteínas e DNA foi realizado com formaldeído livre de metanol no próprio meio RPMI 
1640, na concentração final de 1%, por 10 minutos sob agitação e à temperatura 
ambiente. A reação foi paralisada utilizando glicina 125 mM, pH 7,0; por cinco 
minutos, no gelo e sob agitação. As células foram então centrifugadas a 1500 xg por 2 
minutos a 4oC e o sobrenadante obtido foi descartado. Utilizaram-se 100 µL de Wash 
buffer A e 100 µL de Wash buffer B para lavar os resíduos deixados pelo formaldeído. 
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As células foram preparadas para a fragmentação da cromatina, adicionando-se SDS 1% 
e 50 µL de TE-PMSF para cada 106 células, e imediatamente submetidas a 
fragmentação no sonicador Bioruptor (Diagenode), a 4oC por 15 vezes 30s ON e 30s 
OFF, em máxima potência. Após a fragmentação, 20 µL do volume sonicado foi 
utilizado para reversão do crosslink e verificação do tamanho dos fragmentos formados 
(INPUT).  
O restante da solução de DNA fragmentado foi submetido a imunoprecipitação 
(ChIP). Para isso, preparou-se uma solução contendo: 5 µg do anticorpo primário anti-
fosfo-BMYB (ab76009, ABCAM); 20 µL de proteína G acoplada a beads magnéticos 
(Invitrogen) e tampão de diluição para completar 100 µL de solução total.  
O DNA fragmentado ficou em tal solução overnight a 4oC, sob agitação. O 
material foi submetido a reversão dos crosslinks, utilizando-se proteinase K 0,5 mg e 
tampão de reversão por 30 minutos a 65oC. O DNA purificado foi quantificado pelo 
método de Qubit. Tanto o DNA vindo do INPUT, quanto aquele vindo da ChIP foram 
utilizados para a montagem da biblioteca usando o kit TrueSeq DNA (Illumina) 
seguindo as instruções do fabricante. Este experimento foi repetido uma vez. 
O resultado final da montagem da biblioteca foi quantificado em Qubit, 
Bioanalyzer e por qPCR antes de serem sequenciadas em equipamento HiSeq2000. Os 
fragmentos 50 pares de base foram seqüenciados pelo método single-end, com o padrão 
de 7bps de leitura do index usando química V3 e instruções do protocolo padrão da 
Illumina.  
 
Análise por bioinformática dos dados de ChIP-seq  
 
Alinhamento e normalização dos picos 
	
Os dados gerados pelo sequenciamento em FASTq foram submetidos a avalição 
da qualidade do sequenciamento com o software FASTQC. Em seguida, foi feito o 
alinhamento das sequências com a versão hg38 do consórcio do genoma humano, 
utilizando o programa Bowtie2.  
Para encontrar os picos enriquecidos das amostras de ChIP com relação ao 
INPUT, foi utilizado o programa MACS2, com a função callpeaks considerando o shift 
size de 200 e o p-value de 0,01. A pasta de saída summit.bed foi utilizada no browser 
IGV para a visualização dos picos ao longo dos cromossomos.  
		
36	
 
Análise dos motivos, anotações, regiões dos genes e ontologias 
	
Os motivos com as sequências consensos de DNA para a ligação dos fatores de 
transcrição foram buscados utilizando-se a ferramenta findMotifsGenome do software 
HOMER, considerando fragmentos de 50 bp. Também, utilizando-se a ferramenta 
annotatePeak do programa HOMER, foram extraídas informações sobre a localização 
dos picos com respeito aos genes.  
Com o arquivo de saída da ferramenta annotatePeak os genes mais próximos 
aos picos foram organizados de acordo com os locais de ocorrência (intergênico, TSS, 
5’-UTR, exon, íntron e 3’-UTR) e representados de forma gráfica.  
Outra analise feita, utilizou o símbolo oficial dos genes vindos do arquivos 
annotatePeak para ser carregado no programa online e livre DAVID (https://david-
d.ncifcrf.gov/), objetivando encontrar as ontologias enriquecidas. Nessa busca, foi 
utilizado a ferramenta “Functional Annotation” considerando as ontologias relacionadas 
a “Biological Process”.  O resultado foi organizado em forma gráfica mostrando todas 
as ontologias e o p-valor de cada uma delas, considerando o teste EASE Score (que 
utiliza o teste exato de Fisher modificado). As ontologias encontradas com p-valores 
menores ou iguais a 0,05 foram consideradas enriquecidas. 
 
Comparação de genes encontrados por ChIP-seq com genes identificados análises de 
transcriptomas 
	
Uma outra abordagem foi comparar dados do ChIP-seq com dados obtidos por 
análises de transcriptoma das células LNCaP obtidos por microarrajo de DNA (Ngan et 
al., 2009) e RNAseq (Tewari et al., 2012) tratadas ou não com andrógeno R1881, 
procurando identificar os genes que possuem sítios de ligação para BMYB e que são 
diferencialmente expressos nas duas condições experimentais.  
Os genes diferencialmente expressos em ambas abordagens foram carregados no 
programa online de desenho de diagrama de Venn do site: 
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn, o qual encontra os caracteres iguais e 
agrupa na forma de diagrama. As demais análises foram baseadas nos genes comuns às 
duas abordagens. 
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RESULTADOS 
	
Os resultados obtidos na validação da expressão dos fatores de transcrição 
(EVI1, NFY, HNF4, ELK1, GATA2, REL (c-Rel), MYB and NFkB), encontrados pela 
análise in silico da região promotora de genes estimulados ou inibidos pela privação 
androgênica na próstata ventral de ratos são apresentados no artigo publicado Rosa-
Ribeiro, Nishan, et al. (2014). Em função de objetividade, a contextualização das etapas 
seguintes deste trabalho e os resultados deste já estão publicados e se encontram em 
forma de artigo como Anexo II dessa tese. 
Dentre os candidatos identificados, BMyb mostrou-se como um alvo 
interessante, em particular por apresentar aumento transitório de expressão após a 
castração, e por ter sua forma ativa (fosfo-T487-BMYB) predominantemente no núcleo 
das células epiteliais de animais castrados por três dias (Apêndice II) o que sugere sua 
participação na definição do comportamento das células epiteliais no ambiente 
hipoadrogênico.  
 
O tratamento com R1881 reduz a expressão de BMYB em células LNCaP 
Primeiramente avaliamos a expressão de BMYB em duas linhagens derivadas de 
células tumorais prostáticas LNCaP (responsiva a andrógenos) e PC3 (não responsiva a 
andrógenos) e em uma linhagem transformada a partir de células epiteliais normais 
RWPE-1 (responsiva a andrógenos). Os resultados mostraram que somente as células 
LNCaP expressam BMYB, como determinado pela identificação de BMYB total por 
Western blotting (Figura 6A), e que parte de BMYB encontra-se na forma ativa fosfo-
T487-BMYB com localização nuclear (Figura 6B). 
Uma vez escolhida a linhagem LNCaP para ser usada como modelo nos estudos 
subsequentes, avaliamos o efeito do tratamento com R1881 sobre a expressão de BMYB 
por qRT-PCR em células tratadas por 6, 12 ou 24 horas somente com o veículo 
(DMSO) ou com andrógeno sintético R1881 1 nM, iniciados após 24 horas de cultivo 
com soro tratado com carvão ativado a 0.5%. Como controle positivo do tratamento 
com R1881 e consequente ativação do AR, utilizamos a expressão do gene KLK3 
(PSA), que é conhecidamente regulado pelo AR ativado  (Figura 6).  
O experimento de qRT-PCR mostrou que a expressão de BMYB é modulada por 
R1881 e varia conforme o tempo de tratamento. A expressão de BMYB cai em função 
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do estímulo androgênico, principalmente entre 6h e 12h, enquanto a expressão de KLK3 
aumenta (Figura 7A). 
 Além da variação em nível da trasncrição de BMYB, estudamos a variação da 
proteína fosfo-T487-BMYB paralelamente ao conteúdo de AR, já que o receptor de 
andrógeno auto-regula a sua expressão e, portanto, é um bom indicativo de eficiência do 
tratamento por R1881 assim como o gene KLK3. Os resultados mostram que, assim 
como no dado de expressão, 12h após o tratamento, a fosforilação de BMYB também se 
encontra com a diferença mais acentuada (Figura 7B). 
 
 
Figura 6: Expressão de BMYB por linhagens de células epiteliais humanas. A: Western 
blotting para BMYB em linhagens de células epiteliais tumorais responsiva (LNCaP) e não 
responsiva (PC-3) a andrógenos, e células não tumorais (RWPE-1). Como controle de 
carregamento, foi usada actina total. B: Imunofluorescência para fosfo-T487-BMYB em células 
LNCaP. Fosfo-T487-BMYB, vermelho; DAPI, azul). 
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Figura 7: Expressão de BMYB e identificação da proteína ativa (Fosfo-T487-BMYB) em 
células LNCaP controle e tratadas com andrógeno R1881. A: Gráfico mostrando a razão de 
expressão de BMYB e KLK3 de células LNCaP do grupo CT e R1881 em diferentes tempos de 
tratamento através da quantificação por PCR em tempo real. B: Western Blotting mostrando a 
expressão da proteína AR e fosfo-T487-BMYB em células LNCaP em diferentes tempos de 
tratamento. 
 
O resultado obtido por imunofluorescência mostrou que BMYB total tem prevalência 
citoplasmática, com apenas alguns focos no núcleo das células do grupo CT e R1881 (12h). 
Já a fosfo-T487-BMYB é bastante evidente no núcleo das células nos grupos controle, com 
intensidade marcante até 12h, mas com diminuição de marcação às 24h. No grupo R1881, 
observa-se que a distribuição de fosfo-T487-BMYB nos núcleos interfásicos é similar 
àquela encontrada no grupo controle, porém a marcação é bastante intensa nas células em 
divisão (Figura 8). 
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Figura 8: Imunofluorescência para identificação de proteínas BMYB e de fosfo-T487-BMYB em células LNCaP 
cultivadas por 6, 12 ou 24 horas de exposição ao andrógeno sintético (R1881) ou ao veículo (DMSO). Sem 
estimulo androgênico, observa-se a presença de BMyb no citoplasma das células e marcação nuclear às 12h sem 
tratamento (seta). A fosfo-T487-BMyb (forma ativa de BMYB) apresenta localização nuclear nas células sem 
andrógeno (DMSO). As células tratadas com R1881 apresentam intensa marcação para fosfo-T487-BMYB em 
células em divisão (pontas da seta). Em R1881 12h há um detalhe de uma célula em mitose mostrando a dispersão 
de fosfo-T487-BMYB no citosol e a presença de subestruturas/aglomerados ao redor dos cromossomos enquanto a 
célula interfásica, no canto inferior esquerdo, mostra a presença de fosfo-T487-BMYB em de forma pontual no 
núcleo além de marcação fraca no citosol.  Vermelho: BMYB ou fosfo-T487-BMYB; Azul: DAPI; seta: presença 
de BMYB nos núcleos das células interfásicas. 
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Com respeito à distribuição de BMYB ao longo do ciclo celular, nas células tratadas 
com R1881 por 12h, procuramos estabelecer em que momento do ciclo BMYB está 
associado. Por análise de imagens de imunofluorescência, quantificamos que BMYB tem 
uma correlação positiva (r= 0.68) com o conteúdo de DNA e que intensidade de marcação 
para fosfo-T487-BMYB aumenta à medida em que as células progridem no ciclo celular 
(Figura 9). 
 
 
. 
 
 
Figura 9: Correlação entre a intensidade de marcação de fosfo-T487-BMYB (eixo da direita) e 
a intensidade da fluorescência de DAPI (quantidade de DNA) (eixo X). A curva tracejada 
corresponde à exponencial de segunda ordem dos dados. O valor de correlação obtido para as 
duas variáveis foi 0,68. No eixo da esquerda, está indicado o número de células com diferentes 
conteúdos de DNA, como baseado na intensidade da coloração por DAPI. Células com 
conteúdo de DNA acima daquele esperado para G0/G1 (ou seja, em S, G2 ou M), possuem 
maior itensidade para fosfo-T487-BMYB, sugerindo aumento do conteúdo da forma ativa 
fosforilada com a entrada no ciclo de divisão celular.  
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Localização nuclear de AR e de BMYB são mutuamente exclusivas  
 Células LNCaP expressam AR e BMYB. Identificamos que a ativação do AR 
por interação com o ligante R1881 resulta em decréscimo da expressão e da forma 
fosforilada de fosfo-T487-BMYB.  
Portanto, procuramos entender e definir de que forma essas duas proteínas se 
encontram distribuídas no núcleo dessas células nos grupos CT e R1881 no tempo de 
12h.  
Como esperado, células interfásicas do grupo R1881 apresentam prevalência de 
AR nuclear. Nessas células, a marcação par fosfo-T487-BMYB foi predominantemente 
citoplasmática. Ao contrário disso, as células do grupo CT possuem menor marcação 
para AR nos núcleos celulares, enquanto fosfo-T487-BMYB tem forte marcação 
nuclear (Figura 10). 
Dessa maneira, parece haver exclusão mútua de fosfo-T487-BMYB e AR, em 
particular nas células tratadas com R1881, que promove ativação do AR e a 
translocação nuclear de Fosfo-T487-BMYB.  
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Imunofluorescência mostrando localização exclusiva de fosfo-T487-BMYB e AR em 
células LNCaP controle (CT) ou tratadas com R1881 por 12 horas. Células LNCaP expressam 
ambos os fatores de transcrição na presença ou ausência de estímulo androgênico. A localização 
nuclear de AR é mais proeminente após tratamento com R1811, em particular porque há eliminação 
da marcação citosólica. A ativação do AR por R1881 resulta em exclusão de fosfo-T487-BMYB do 
núcleo celular (setas). A ponta de seta indica uma célula em divisão, na condição de tratamento com 
R1881. 
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A ocupação do genoma por BMYB é modulada pelo estímulo 
androgênico com R1881 
Interessados em entender de que forma BMYB interage com a cromatina, 
procurando encontrar padrões que revelem sua função nas células LNCaP, na presença e 
ausência de estímulo androgênico após 12h de tratamento, empregamos a técnica de 
ChIP-seq utilizando anticorpo anti-fosfo-T487-BMYB. Os resultados que mostram a 
qualidade e profundidade (número de reads) do sequenciamento, encontram-se no 
Apêndice II dessa tese de doutorado para nível de verificação. 
 Nessa análise global, a forma com que a proteína fofo-T487-BMYB interage 
com o DNA nos mostrou algumas diferenças significativas entre os dois grupos 
trabalhados. 
BMYB tem uma quantidade maior de picos (regiões de ligação) na presença de 
R1881 (3295 vs 1842). Este achado tem reforço na demonstração de que há 449 genes 
identificados pelo ChIP-seq na presença de R1881, em contraste com 243 na situação 
controle. Mostrando assim, que a relação quantitativa nessas duas situações já possui 
suas particularidades. 
 
BMYB se liga a motivo não-canônico na ausência de andrógenos 
 Análise do enriquecimento de motivos de ligação de fatores de transcrição nos 
picos identificados por ChIP-seq mostrou que, além de motivos de ligação para BMYB, 
existem seqüências de ligação para outros fatores de transcrição nas duas condições 
experimentais utilizadas neste estudo. STAT5, STAT6, ZXF e SMAD2 são frequentes e 
comuns às duas condições experimentais (Tabela I).   
Apesar do motivo de ligação de BMYB (sequência canônica “known”) estar 
enriquecido nos resultados obtidos nas duas condições experimentais, em ambos os 
grupos, na situação de ausência de estímulo androgênico, foi encontrada uma sequência 
não-canônica (de novo) (Tabela II), sugerindo que a forma como ele se associa ao DNA 
é diferente. Dado que a sequência de novo é mais extensa (12 vs 10 bp) e apresenta 
predominância de determinadas bases nitrogenadas em posições diversas, sugere-se 
menor flexibilidade estrutural do BMYB, na condição em que o estímulo androgênico 
está ausente. Além disso, a percentagem de motivos de ligação encontrada para cada um 
dos fatores de transcição com co-ocorrência enriquecida varia entre os dois grupos. 
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Tabela I: Motivos de ligação de fatores de transcrição enriquecidos nos picos encontrados por 
ChIP-seq e a porcentagem dos motivos encontrados. 
 
 
 
 
 
Tabela II: Seqüências de DNA canônica (known) e de novo dos motivos de ligação para BMYB e que 
estavam enriquecidos nos fragmentos identificados por ChIP-Seq e a porcentagem dos motivos 
encontrados. 
 
 
Chip-seq identifica picos com e sem motivos de ligação para BMYB 
definindo campos de atividade para este fator de transcrição 
A distribuição de tamanho dos picos identificados por ChIP-seq para BMYB 
apresenta distribuição não normal, respeitando a lei de potências (power law) (Figura 
11-A), com nítida distribuição do tipo cauda-longa. Isto quer dizer que poucos picos 
apresentam tamanhos gigantes, com extensões próximas de 100.000 pb (distribuição 
cinza figura 11-B). Quando analisados com respeito à presença e quantidade de motivos 
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de ligação para BMYB, identificamos que, na ausência de BMYB, são frequentes os 
picos ocupam pequenas extensões (<1,000 pb). À medida em que são identificados 
motivos de ligação para BMYB, os picos aumentam em extensão, e quando eles estão 
presentes em número maior que 10 (atingindo 221 motivos nas duas condições 
experimentais) (Figura 11). Parece então que a presença de ligação direta de BMYB 
favorece a formação de longos segmentos que são imunoprecipitados, enquanto a 
ligação indireta (ausência de motivo para BMYB) ou poucos motivos de ligação 
resultaria somente em pequenos segmentos de DNA recuperados por imunoprecipitação 
(Figura 11). Estes resultados sugerem que exista um mecanismo do tipo “campos de 
atividade”, talvez com a formação de nós (knots) na cromatina, quando estão presentes 
sítios de ligação para BMYB. 
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Figura 11. Distribuição de motivos de ligação para BMYB, de acordo com o tamanho dos picos 
identificados por ChiP-Seq. A distribuição de tamanhos dos picos (extensão da base) assume 
distribuição do tipo “power law”. A: Gráficos mostrando a frequência de picos (eixo x) em cada uma 
das classes organizadas por tamanho mostrando a fórmula utilizada no estabelecimento da “power 
law” para cada uma das situações. B: Nos gráficos há a relação entre o tamanho dos picos e a 
quantidade de motivos de ligação para BMYB. Observa-se que os picos identificados tendem a ser 
pequenos (400 a 1000 pb) quando não possuem motivos de ligação para BMYB ou poucos sítios de 
ligação (até 4). Maiores quantidades de motivos de ligação para BMYB resultam em picos que 
atingem tamanhos gigantes, dando suporte à ideia de “campos de atividade”, detalhada no texto. C: 
Os diagramas de Venn mostram que apenas frações dos genes identificados nas duas condições 
experimentais são comuns, nas diferentes faixas de tamanho dos picos identificados.  
 
 
Distribuição dos picos identificados por ChiP-seq para BMYB ao longo 
do genoma humano 
Esses picos encontrados foram analisados quanto à distância do TSS do gene 
mais próximo. De uma maneira geral encontramos que a localização dos sítios de 
interação de BMYB se concentra em três regiões preferenciais downstream, 
identificadas nas duas situações experimentais (Figura 12).  
A ligação de BMYB ao redor das TSS é mais frequente na situação de estímulo 
com R1881. Além disto, é notável encontrar que BMYB se liga a regiões relativamente 
Número	de	motivo	por	pico	
B 
C 
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muito distantes das TSS. Em particular, em posições distas a 250.000, 500.000 e 
1.000.000 de pares de bases downstream das TSS. Em contraste, as distâncias 
observadas upstream das TSS foram mais variadas, espalhando-se por uma faixa que se 
estende até 2.000.000 de pares de base (Figura 12). Estas longas distâncias das TSS 
sugerem que BMYB se ligue a sítios enhancer. 
Buscamos também caracterizar a variação no tamanho destes picos (largura da 
base) com respeito à distância das TSS. Nos dois grupos, a maioria dos picos 
concentram-se em até 20.000 pares de base. Porém, dentre os picos identificados na 
ausência de estímulo androgênico, alguns raros picos atingem 100.000 pares de base e 
estão, curiosamente, mais próximos ao TSS upstream (Figura 13A). Diferentemente, 
picos que se estendem de 20.000 até 100.000 pares de base encontram-se em regiões 
mais afastadas do TSS (entre 1.000.000 e 2.000.000 pares de base) (Figura 13B). 
Alguns destes picos apresentam até 210 sítios com a seqüência motivo de ligação de 
BMYB. 
Adicionalmente, procuramos mapear as regiões de ligação de BMYB ao longo 
dos diferentes cromossomos. Os resultados mostraram que BMYB ocupa regiões 
comuns dos diferentes cromossomos na ausência e presença de estímulo (Figura 14).  
Com exceção do cromossomo X que tem poucos sítios de ligação de BMYB, os 
demais cromossomos apresentam ocupação bastante similar, com distribuição ampla ao 
longo dos cromossomos porém com um notável acúmulo dos sítios de ligação de 
BMYB às regiões centroméricas 
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Figura 12: Frequência  de picos identificados por ChIP-seq para BMYB com respeito á distância aos TSS do 
gene mais próximo ao pico. Em diração upstream dos genes, há regiões bem definidas nas faixas de 250K, 
500K, 1M, 1.75M e 2.5M nos dois grupos trabalhados. Ampliando a região mais próxima ao TSS 
individualmente, em vermelho está o controle e em azul o grupo R1881. TSS é identificado pelo númeo zero 
(0). 
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Além dos aspectos estruturais, procuramos identificar possíveis genes-alvo da 
regulação por BMYB. Encontramos que a maioria deles são genes codificadores de 
proteínas (protein-coding), embora exista uma quantidade relevante de pseudo-genes e  
ncRNAs (do inglês, RNA não codificante) seguidos, em muito menor quantidade, por 
genes relacionados especidifacamente a snRNA (do inglês, pequenos RNA nucleares), 
snoRNA (do inglês, pequenos RNA nucleolares), rRNA (RNA ribossomal) e ncRNA 
(do inglês, RNA não codificantes) (Figura 15).  
 
 
 
Figura 13: Distribuição do tamanho dos picos (eixo Y) , de acordo com a distância das TSS. A: 
Resultados obtidos para a condição CT, sem estímulo androgênico. B: Resultados obtidos na 
condição de estímulo androgênico pelo R1881. 
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Com respeito a regiões do genoma onde BMYB se liga, encontramos que os 
sítios de ligação têm prevalência em regiões intergênicas. Na presença de R1881, foram 
encontrados sítios de ligação em regiões exônicas, 5’-UTR e 3’-UTR, o que não 
aconteceu na ausência de estímulos androgênicos, além de apresentar maior frequência 
de ligação nas diferentes regiões funcionais (inclusive intrônicas) dos genes (Figura 16). 
Estes resultados demonstram que, de uma maneira geral, BMYB se relaciona de forma 
“mais próxima” dos genes codificadores de proteínas, na presença de andrógeno, 
enquanto ocupa regiões intergênicas na ausência do estímulo androgênico. 
 
 
 
Figura 14: Distribuição dos picos ao longo dos 22 pares de cromossomos autossômicos e do 
par de cromossomo sexuais X e Y. Em vermelho são indicados os picos oriundos do grupo 
controle (sem estímulo androgênico) e, em azul, os picos encontrados na presença de estímulo 
androgênico por R1881. As barras cinzas indicam a posição relativa do centrômero para cada 
cromossomo.  
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Genes identificados por ChiP-seq para BMYB caracterizam diferentes 
ontologias 
	 Buscando caracterizar os processos nos quais estão envolvidos os genes com TSS 
próximos aos picos de BMYB, identificamos as funções anotadas que caracterizam e agrupam 
os diferentes genes utilizando o software de domínio público DAVID com a função “biological 
process”.   
Surpreendentemente, as ontologias encontradas para cada situação experimental foram 
exclusivas, exceto aquela identificada por “platelet degranulation” que é compartilhada por 
ambos os grupos (Figura 17).  
Além desta, na situação controle, sem estímulo androgênico, foram encontradas 
“smooth muscle contraction”, “regulation of focal adhesion assembly” e “positive regulation of 
phagocitosis”.  
O número de ontologias recuperadas a partir da análise de enriquecimento dos genes 
marcados por pontos de interação com BMYB no genoma do grupo R1881 foi maior, e 
podemos destacar:  “response to estradiol”, “cellular response to fluid shear stress”, “axon 
guidance”,  “protein peptidyl-prolyl isomeration”, “chromatin silecing”, “aging”, “protein 
folding”, “moviment of cellular or subcellular component”, “negative regulation of cell 
proliferation”, “nucleossome assembly”, “chromatin organization”, “response to hydrogen 
peroxide”, “cellular response to interleukin-4”, “prostate gland stromal morphogenisis”, 
“positive regulation of fibroblast proliferation”, “ potassium ion transmembrane transport”, 
“Notch signiling patway”, “regulation of ion transmembrane transport”, “iron ion 
homeostasis”, “sarcomere organization”, “negative regulation of meitotic cell cycle” ; com 
valor de p menor e igual a 0.05. 
A consideração destas ontologias no conjunto é tarefa difícil. Embora revelem 
funções relacionadas a tipos celulares diversos, parece haver nítido contraste entre os 
processos biológicos que BMYB ocupa nos genes envolvidos. Destaca-se que na 
presença de andrógeno, no grupo R1881, há funções de regulação de junções de 
aderência, indicando maior interação celular, enquanto no grupo controle, as funções 
parecem se referir a células isoladas.  
Além disso, as ontologias que se encontram enriquecidas (valor de p < 0,05), 
mostram que em presença de andrógeno há envolvimento em atividades relacionada 
com a mosforgênese da próstata, atividade biossintética, e também aspectos 
relacionados com a organização da cromatina, inibição da proliferação, apontando dessa 
maneira para um estado mais diferenciado e de maior atividade das células nesse grupo 
e que para tais atividades BMYB parece estar participando. 
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Poucos genes regulados pelo tratamento com R1881 estão entre aqueles 
identificados pela interação de BMYB com a cromatina 
	
Procurando identificar aspectos da função de BMYB na regulação da transcrição 
gênica em células LNCaP, nas duas condições experimentais, comparamos os genes 
identificados pelo posicionamento dos sítios de interação de BMYB com a cromatina 
com os genes diferencialmente expressos nas mesmas condições, obtidos por análises 
de microarranjos de DNA e RNA-Seq, publicados por outros grupos (Ngan et al., 2009) 
(Tewari et al., 2012). 
 
Figura 15: Natureza dos elementos genômicos identificados por bioinformática, a partir dos 
resultados de ChIP-seq realizado para fosfo-BMYB em células LNCaP, nas condições de 
ausência ou presença de estímulo androgênico (tratado com R1881). Os valores indicados são 
os percentuais obtidos para cada classe, nas duas condições. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Distribuição dos sítios de ligação de BMYB nas regiões funcionais de genes. A 
maioria dos picos encontram-se em regiões intergênicas (Intergenic) nas duas situações 
experimentais. Sítios de ligação para BMYB nas regiões exônicas,  5’UTR, 3’UTR só foram 
encontradas na condição de estímulo androgênico. BMYB interage com as demais regiões 
funcionais dos genes íntron, exon não codificante (non-coding exon), TSS e TTS (sítio de 
término de transcrição, do inglês terminal transcriptional site), nas duas condições 
experimentais, mas conserva o predomínio, na situação em que existe estímulo androgênico. 
Valores relativos apresentados em percentuais.  
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Figura 17: Ontologias enriquecidas resultantes dos agrupamentos dos genes identificados pela 
associação de BMYB à cromatina de células LNCaP, nas condições de ausência (CT) e 
presença de estímulo androgênico (R1881). Na vertical (eixo y) estão os código e nome das 
ontologias, na horizontal (eixo x) os valores de p considerando a quantidade de genes 
envolvidos em cada ontologia em relação ao backgroud dos genes do genoma envolvidos na 
mesma ontologia. 
 
Dois ou três genes foram encontrados em comum nas comparações dos genes 
identificados pela interação de BMYB com a cromatina em células LNCaP, na ausência 
de estímulo androgênico, considerados os transcriptomas obtidos por RNA-seq e 
microarranjos de DNA, respectivamente (Figura 18). Na situação de estímulo 
androgênico, estes números subiram para 13 e 18, respectivamente. No conjunto, as 
sobreposições correspondem a no máximo 5% dos genes identificados. Deles, 10 foram 
comuns às duas abordagens, sendo dois deles down-regulados e oito up-regulados 
(Tabela III).  
Além disto, aqueles que foram identificados na situação de ausência de estímulo 
androgênico, tiveram picos em regiões intergênicas. Já aqueles que foram identificados 
na situação de estímulo androgênico tiveram picos localizados em regiões intergênicas 
(IGF1, ADAMTS1, TROM48), intrônicas (TSC22D1, ACSL3, KLK2, KRT8, FKBP5, 
TMEFF2, ADAMTS1, TMPRSS2, ZBTB10, KCNN2, KLK3, LPAR3, ERRFI1), non-
coding exon (KLK2, NKX3-1) e promotora próxima ao TSS (C19orf48, FRYL). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Diagrama de Venn mostrando as intersecções presentes nas abordagens de ChIP-seq (este 
trabalho) e de transcriptoma (RNA-seq e microarranjos de DNA, publicados por outros grupos. Os 
números mostrados nas intersecções são referentes a quantidades de genes encontrados pelas respectivas 
abordagens. Os asteriscos sinalizam (*) genes comuns encontrados pela análise de ChiP-seq e que 
estavam up-regulados no transcriptoma de células LNCaP tratadas com R1881, (*) genes encontrados 
pela análise de ChiP-seq e que estavam down-regulados no transcriptoma das células LNCaP tratadas 
*	
*	
*	 *	
*	
*	
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com R1881, (*) encontrados na análise por ChIP-seq e que estavam up-regulados nas células LNCaP na 
ausência do estímulo androgênico.  
 
 
Tabela III: Genes diferencialmente expressos em células LNCaP (resultados de RNA-seq e 
microarranjos de DNA) na ausência e presença de estímulo androgênico e identificados pelas análises de 
ChIP-seq realizada neste trabalho. Em vermelho estão destacados os genes encontrados pelas duas 
abordagens. 
 
RNA-seq Microarranjo de DNA 
Sem andrógeno Tratado com R1881 Sem andrógeno Tratado com R1881 
PTPRM 
TRIM36 
ABHD2 
ACSL3 
ERRFI1 
FRYL 
INPP4B 
KLK2 
KLK3 
KRT8 
LPAR3 
NKX3-1 
TMPRSS2 
ZBTB10 
AADAT 
PTPRM 
TRIM36 
ABHD2  
ACSL3  
ADAMTS1  
C19orf48  
FKBP5  
IGF1 
KCNN2  
KLK2  
KLK3 
KRT8  
NKX3-1  
TMEFF2  
TMPRSS2  
TRIM48  
 TSC22D1  
ZBTB10  
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DISCUSSÃO 
Em trabalho anterior, identificamos vários fatores de transcrição que são 
expressos pelas células prostáticas e cuja expressão/ativação indicam papel na transição 
entre os estados androgênico e hipoandrogênico desencadeada pela castração cirúrgica 
(orquiectomia). Em particular, identificamos fatores capazes de regular a expressão 
gênica com aumentos transitórios nos níveis de RNA mensageiro (em nível 
transcricional), com expressão nas células epiteliais prostáticas e que fossem “ativados” 
imediatamente após a castração nos levando à identificação de vários candidatos que 
possuem perfis diferentes nesse cenário (Anexo I).  
Dentre estes candidatos, selecionamos o fator de transcrição BMYB, por dois 
motivos principais: i) sua expressão é significativamente aumentada três dias após 
castração (Figura 3B) e ii) BMYB tem participação documentada no controle do ciclo 
celular, na regulação da morte celular e na resposta a danos ao DNA, dentre outros 
(Figura 5) o que torna interessante de ser investigados pois se relaciona a modificações 
que ocorrem no ambiente hipoandrogênico.  
Como já mencionado, a família Myb possui três integrantes AMYB , BMYB e 
MYB (ou cMYB). A proteína MYB (CMYB) já foi identificada em diferentes linhagens 
celulares epiteliais de câncer de próstata humanas (DU145, PC3, LNCaP, e LNCaP C4-
2), e com maior expressão em níveis de RNAm e da proteína, na linhagem resistente a 
privação androgênica (LNCaP C4-2). Utilizando experimentos de ganho e perda de 
função, os autores demonstraram que CMYB promove e sustenta a permanência no 
ciclo celular na presença de andrógeno, e sobrevivência na sua ausência, além de 
potencializar a mobilidade celular e a invasão (Srivastava et al., 2012). Porém, esses 
ensaios funcionais nunca demonstraram um aspecto de interação com a cromatina para 
MYB além de nada ser sabido a respeito da expressão e funções de AMYB  e BMYB na 
próstata. 
O aumento da expressão em nível de RNAm, a localização nuclear da forma 
ativa, fosfo-T487-BMYB, em células da próstata de ratos três dias após a castração, 
sugeriram que BMYB poderia ter papel relevante na transição entre os estados 
androgênico/hipoandrogênico das células, participando de processos que levariam ao 
ajuste da atividade do órgão e/ou promovendo ajustes na estrutura da cromatina. No 
conjunto, sua atuação conduziria aos diferentes eventos relacionados à redução do peso 
do órgão, remodelação tecidual e potencial de resposta a andrógenos, sobrevivência e 
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morte celular restaurando a função do órgão.  
Para entender como BMYB se relaciona com andrógeno, procuramos identificar 
dentre nas linhagens celulares LNCaP, PC3 e RWPE1 aquelas que expressassem o 
BMYB. Demonstramos que as células LNCaP, que são responsivas a andrógenos, 
apresentam expressão endógena de BMYB e que além disto, BMYB encontra-se na sua 
forma ativa e localiza-se no núcleo em condições normais de cultivo sem tratamento 
androgênico.  
Sabe-se que o tratamento com o andrógeno sintético R1881 ativa o AR. Nas 
células LNCaP o tratamento leva ao acúmulo de AR no núcleo, onde regula a expressão 
de diversos genes dentre eles do KLK3 (PSA), utilizado como controle positivo. Por 
outro lado, a ativação de AR pelo R1881 resulta em decréscimo da quantidade de 
RNAm de BMYB. Além disso, há a identificação da queda nos níveis de fosforilação em 
T487 e exclusão de BMYB do núcleo celular. Estes resultados sugerem que a regulação 
de BMYB e a sua ativação nas células LNCaP são similares à regulação de Bmyb nas 
células epiteliais da próstata ventral de ratos em presença e ausência de andrógeno.  
Um aspecto particular da expressão de BMYB nas células LNCaP é o marcante 
aumento na quantidade da proteína, na sua forma fosforilada quando as células estão em 
divisão. Este aumento identificado pela intensa marcação por imunofluorescência das 
células em divisão, foi quantificado, salientando a associação de maiores intensidades 
para fosfo-BMYB nas células com conteúdo de DNA maior que aquele observado na 
fase G0/G1 do ciclo celular.  
A presença intensa de BMYB durante a divisão celular já foi apontado 
anteriormente, pois sabe-se que BMYB regula a transcrição de genes importantes da 
fase G2/M. Porém, além de seu papel como fator de transcrição,  autores demonstraram 
alterações na formação do fuso mitótico e perda da estabilidade genômica, com 
bloqueio na fase G2 do ciclo celular e maior susceptibilidade ao câncer em células 
embrionárias de zebrafish mutante, com perda de função do gene bmyb (Shepard et al., 
2005). Em termos mecanísticos, Yamauchi e colaboradores demonstraram que BMYB 
associa-se com clatrina e com filamina, nas células em divisão, garantindo o 
posicionamento destas proteínas junto aos elementos do fuso mitótico e que defeitos 
nesse processo levam a instabilidade genômica (Yamauchi et al., 2008).  
A observação do aumento da intensidade de marcação no citosólica de BMYB 
da células em divisão indica funções não genômicas. Entretanto, avançamos pouco em 
tentar caracterizá-las, tendo concentrado nossos esforços na definição de parâmetros que 
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pudessem revelar a função de BMYB que resulta da sua interação com a cromatina. 
No que diz respeito à interação entre BMYB e AR, a marcação dupla revelou 
que há uma relação mutuamente exclusiva quanto à localização nuclear. Na ausência de 
estímulo androgênico, fosfo-T487-BMYB encontra-se predominantemente no núcleo 
das células LNCaP. Em contraste, quando AR está ativado por R1881 e apresenta 
localização predominantemente nuclear, BMYB é excluído do núcleo em células com 
resposta alta ao AR.  
A interferência de BMYB na atividade de AR foi demonstrada em um estudo no 
qual o tratamento de células LNCaP por TNFa regula negativamente a expressão de AR 
em nível de RNAm e de proteína e reduz a sensibilidade ao andrógeno. Esta ação seria 
resultado de regulação negativa da expressão do AR, dada interação em cis do fator 
NFkB e BMYB na região codificadora da porção 5´-UTR do RNAm (Ko, Shi, Kim, 
Song, & Chatterjee, 2008).  A ativação da via NFkB foi claramente demonstrada nas 
células epiteliais da próstata de ratos castrados (Rosa-Ribeiro, Nishan, et al., 2014) 
podendo explicar a presença forte de BMYB nesses animais, mas ainda precisa ser 
definida nesse contexto experimental de LNCaP. 
Uma possibilidade que explique tal fenômeno em células LNCaP seria através 
da ação de repressores como as proteínas N-CoR e SMRT. Sabe-se que tais repressores 
se associam a BMYB no núcleo da célula, de maneira dependente do ciclo celular. A 
ativação de BMYB e liberação desse complexo depende da ação antagônica de ciclina 
A/cdk2 para fosforilar BMYB e assim inibir a interação com N-CoR e SMRT (Li & 
McDonnell, 2002). Muitos receptores de hormônios, também se associam a proteínas 
co-repressoras N-CoR e SMART, como os receptores de hormônio da tireoide (Tomita, 
Buchholz, & Shi, 2004), o receptor de estrógeno (Varlakhanova, Snyder, Jose, Hahm, & 
Privalsky, 2010) e mesmo o próprio receptor de andrógeno que interage com N-CoR na 
presença do agonista mifepristona (RU486) (Hodgson et al., 2005). Com base nestas 
observações, sugerimos haver competição entre BMYB e AR para se ligar com 
proteínas N-CoR e SMART. O AR ativo em presença de R1881, assim como em 
presença de RU486 sequestraria estes dois co-repressores e liberaria BMYB , o qual 
estaria disponível para ser fosforilado por quinases que antes já foram demontrados 
ativá-los como o complexo ciclinaA/dck2,  jnk/p38 (Werwein et al., 2013) ou PARP 
(Santilli et al., 2001) .  
Através da caracterização dos padrões do genoma, revelados pelo experimento 
de ChIP-seq os parâmetros identificados foram (a) padrão de ocupação do genoma, (b) 
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relação dos segmentos identificados com respeito à presença de motivos de ligação para 
BMYB, (c) natureza dos motivos (seqüência) de ligação encontrados, (d) listagem dos 
motivos de ligação de outros fatores de transcrição, nas sequências recuperadas por 
ChIP-seq para BMYB, (e) caracterização de genes codificadores e não codificadores 
identificados pelo ChIP-seq, (f) posição dos sítios de ligação nos elementos estruturais 
dos genes codificadores, (g) funções dos genes reveladas pelas ontologias identificadas 
por enriquecimento, sempre comparando as condições experimentais (controle e 
tratamento com R1881).  
 Um aspecto marcante da função de BMYB na ausência e presença de R1881 foi 
a identificação de motivos não canônicos de ligação. O motivo de novo é maior que o 
motivo canônico descrito (Sadasivam, Duan, & DeCaprio, 2012). Além disto, várias 
posições do motivo canônico são fixadas no motivo não-canônico. Diante destes 
aspectos, sugerimos que o BMYB apresenta maior rigidez estrutural quando na ausência 
de andrógenos, o que pode ser resultado de padrões fosforilação adicionais nas duas 
condições, além da fosforilação em T487. De acordo com o site www.phosphosite.org, 
BMYB possui 40 sítios passíveis de fosforilação localizados ao longo de toda a 
proteína, mas concentrados na região de regulação presente no domínio C-terminal. 
Portanto, acreditamos que alguns outros sítios possam ser responsáveis por essa 
mudança estrutural de BMYB e que isso cause a sua preferência pelos motivos não-
canônicos. 
 A distribuição dos tamanhos dos picos identificados por ChIP-seq obedece a lei 
de potências (power law), apresentado caudas longas, nas duas condições 
experimentais. Quando os diferentes picos foram analisados com respeito ao número de 
motivos de ligação para BMYB, demonstrou-se que eles tendem a ser pequenos (<1,000 
pb), na ausência de sítios de ligação. À medida em que aumenta o número de motivos, 
estes pequenos picos ficam escassos e, quando o número de sítios de ligação passa de 
10, o tamanho dos picos agiganta-se. A presença de sítios de ligação para de BMYB 
indica a direta associação dele ao DNA, sendo em regiões maiores, enquanto os 
complexos menores existem quando não há ou há poucos sítios de ligação para BMYB 
ao DNA. Este padrão parece indicar a existência de um modelo do tipo “campos de 
atividade”, que se caracteriza por presença de BMYB com ligação direta ao DNA em 
regiões grandes e ligação indireta de BMYB ao DNA em regiões menores. Ou seja, 
BMYB se associa a outros fatores de transcrição, possivelmente os que foram 
identificados como enriquecidos pelo ChIP-seq. Também podemos sugerir que essa 
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preferência de ligação direta ou não fosse devida também a variações nos diversos 
padrões possíveis de fosforilação descritos acima. 
 Os resultados revelaram ainda um padrão particular de distribuição dos picos 
com respeito aos TSS. As distâncias medidas revelaram padrões, com distâncias 
regulares sobre o TSS, a +0,25M, +0,5M e +1M, 1,75M e 2,5M de pb donwstream do 
TSS. Na direção oposta, identificamos uma grande variação de distâncias acumuladas 
entre -750,000 e -2,000,000 pb. Na condição de tratamento com R1881, há uma maior 
ocupação das áreas próximas à TSS e contidas em -10Kb e +10Kb.  
 Além disto, observamos que picos gigantes e com maior número de sítios de 
ligação para BMYB concentram-se próximos à TSS. Alguns dos genes identificados 
nestas situações são pseudogenes e encontram-se próximos à região centromérica. Pelo 
menos dois deles (CWH3 e LOC441666) foram identificados nas duas condições 
experimentais.  
 Os picos identificados localizaram-se em todos os cromossomos humanos. 
Apenas 5 picos foram identificados no cromossomo X e nenhum deles foi comum às 
duas condições experimentais. Nos autossomos e no cromossomo Y, foi nítida a 
concentração de picos adjacentes às regiões centroméricas.  
A ChiP-seq para BMYB revelou uma série de ncRNA e pseudo-genes com 
prevalência de regiões associadas a intron, exon não codificante e intergênica. Porém, 
50% dos elementos anotados identificados corresponderam a genes codificadores de 
próteínas. Um detalhe significativo foi identificação de elementos estruturais dos genes 
com 5´-UTR, 3´-UTR e éxons na presença de R1881, compatível com a maior ocupação 
de sítios mais próximas da TSS nesta mesma condição.  
A presença de andrógeno R1881 traduz-se estímulo para proliferação das células 
LNCaP. Como já mencionado, BMYB está envolvido nesse processo pois regula a 
transcrição de genes envolvidos na transição S/G2 (Lane et al., 1997; Mowla; Saville & 
Watson, 1998; Lam, & Jat, 2014). Dentre as diversas ontologias encontradas merecem 
destaques as “positive regulation of DNA replication” e “Negative regulation of cell 
cycle”, ambas relacionadas com a função de proto-oncogene de BMYB.  
As demais ontologias podem apontar para aspectos novos da regulação da 
função prostática, uma vez que não estão entre as funções clássicas das células 
epiteliais, embora sobreponham-se a algumas já apontadas em estudos de transcriptoma 
de células epiteliais e do órgão, como regulação da resposta imune (Desai et al. 2001, 
Pang et al., 2004).  
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Reforça esta ideia o fato de que o cruzamento de dados obtidos por análises de 
transcriptoma (RNAseq e microarranjo de DNA) de células LNCaP em condições 
experimentais similares àquelas utilizadas neste trabalho, revelou 5% dos genes 
identificados sobrepõe por ambas abordagens.  
Destaca-se a funcionalidade desses genes, que estão relacionados com funções 
prostáticas como as calicreínas (KLK2, KLK3) ambas apontadas como importantes para 
o diagnóstico do câncer de próstata (Hong, 2014). Busca manual demonstrou que estes 
genes apresentam sítios de ligação para BMYB no éxon 5 e no íntron 1, 
respectivamente.  Já o gene NKX3.1, que também é extensivamente estudado na 
próstata, está fortemente relacionado com o desenvolvimento da próstata e com reparo 
de danos ao DNA (C. Bowen & Gelmann, 2010; Cai Bowen, Ju, Lee, Paull, & 
Gelmann, 2013). O gene NKX3.1 apresentou picos no exon 2 e no íntron 2; finalmente, 
o gene da queratina 8 (KRT8), apresentou picos nos íntrons 2, 4, 6 e na TTS, sendo que 
todos possuíam sequências canônicas de ligação de BMYB. 
Outro fato instigante é que os picos identificados em ambas condições 
experimentais possuem motivos de ligação para fatores de transcrição em co-ocorrência 
com motivos de ligação para BMYB. Há distinção apenas para os fatores de transcrição 
NKX2.5 e ZNF711, que foram exclusivos para os grupos controle e R1881, 
respectivamente.  
As atividades onde NKX2.5 na próstata é de marcador epigenético, estando 
metilado no câncer de próstata (Verma, Patel, & Verma, 2011). Já ZNF711 relaciona-se 
com histona demetilase em estudos sobre retardo mental (Kleine-Kohlbrecher et al., 
2010). Desta forma, ambos estão associados com modificações epigenéticas, podendo 
sugerir que as co-ocorrências e a possível formação de “fábricas de transcrição” inclui 
BMYB e que ele faça parte estrutural da cromatina, juntamente com outros complexos 
proteicos, nessas ocasiões.  
O encontro de BMYB em regiões distantes de TSS, com picos grandes e 
envolvimento de fatores de transcrição que estão associados com modificações 
epigenéticas, nos leva a pensar que BMYB tenha papeis estruturais na cromatina 
associando-se a regiões de heterocromatina e enhancer já que essas são características 
comuns no estabelecimento do perfil de distribuição de BMYB na cromatina 
(Latchman, 1996).  
Esse tipo de ligação de BMYB em regiões enhancer já foi descrita em um 
estudo que comparou sítios de ligação de BMYB e c-MYB para tentar encontrar 
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características que definissem a preferência de um ou de outro pela região consenso de 
ligação ao DNA. Nesse estudo, usando SV-40, foi mostrado que das três regiões 
estudadas, uma delas era um enhancer dependente exclusivamente da ligação  de 
BMYB (Mizuguchi et al., 1990).  
De uma forma geral, este trabalho caracteriza vários aspectos da interação da 
proteína BMYB com a cromatina nos estados androgênico e hipo-androgênico, que 
podem ter paralelo com seu funcionamento nas células epiteliais prostáticas de ratos 
após a castraçào. As interações de BMYB com a cromatina são complexas e incluem 
regulação de genes com 5% de sobreposição com aqueles regulados diretamente pelo 
AR. Além da análise da expressão, ativação e localização mostrou que BMYB e AR 
trabalham de uma maneira antagônica em células LNCaP nos ambiente 
hipoandrogênico e androgênico.  
Portanto, esses padrões de interação com a cromatina encontrados por ChIP-seq 
nos mostra pouca sobreposição nas diferentes condições experimentais, podendo sugerir 
que BMYB além de desempenhar papel relevante na orquestração da atividade de 
diferentes genes que, possa ser um dos responsáveis pelas modificações cromatínicas 
sequenciais que acontecem na próstata após a castração. 
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CONCLUSÃO 
 Concluísse que BMYB tem sua expressão e atividade influenciada pelo 
hormônio testosterona/R1881, pois na sua ausência, BMYB tem sua expressão 
aumentada,  e também se relaciona de maneira estrutural com a cromatina por conta de 
sua ampla extensão de regiões de ligação, distância do TSS podendo definir estados 
diferentes de organização nuclear nas células após a castração. 
De uma maneira geral, BMYB é conhecido pelo seu papel como fator de 
transcrição na literatura. Porém, nas células de próstata em presença e ausência de 
andrógeno BMYB indica apresentar não somente essa função, já que poucos genes que 
tem sua expressão alterada, mostrando por esses dados que BMYB interage com a 
cromatina de quatro maneiras diferentes:  
1.Ligação em regiões TSS controlando a expressão gênica diretamente, 
principalmente no grupo R1881 onde as células se encontram em maior atividade 
transcricional por conta da ativação de AR. 
2. BMYB liga-se a regiões que configuram distâncias comumente relacionadas 
com enhancer (até 1 milhão de pares de base) tendo motivos de ligação direto ao DNA 
ou formando complexos proteicos com outros fatores de transcrição que possuem co-
ocorrencias vindos por ChIP-seq. 
 3. BMYB se liga em regiões muito grande do genoma e tem preferência por 
regiões intergênicas indicando assim um possível papel estrutural da cromatina 
auxiliando nas modificações dos estados de compactação. 
4. Há ainda a participação de BMYB em um contexto não genômico, 
controlando a divisão celular das células tratadas com R1881. 
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APÊNDICE  
Apêndice I: Imunofluorescência para BMYB total e fosfo-T487-BMYB em próstata 
ventral de ratos de animais controles e animais castrados 3 dias. Observa-se a 
distribuição difusa de BMYB tanto no citoplasma das células epiteliais quanto 
estromais dos animais controle e castrado. Enquanto que a forma ativa da proteína 
BMYB (fosfo-T487) , é exclusivamente expressa pelas células epiteliais da próstata 
ventral de ratos três dias após a castração (seta). DAPI: azul; Alexa 546: vermelho. 
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Apêndice II: Informações sobre as amostras de células LNCaP do grupo CT e R1881 
submetidas a técnica de ChIP-seq. É possível, a qualidade do sequenciamento obtido 
pelos gráficos do programa FASTQC mostrando os reads no quadrante verde dentro dos 
fragmentos de 50 pares de base sequenciados; e também observar a cobertura de 
sequenciamento (Total de reads de cada amostra).  
 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
 
Total	de	reads:	
32253442 
	
Controle 
	
R1881 
	
Total	de	reads:	
28512782 
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ANEXO 
Anexo I: Esquema mostrando a abordagem experimental utilizada para buscar 
prováveis fatores de transcrição que participassem da regulação dos genes mais 
diferencialmente expressos pela próstata ventral de ratos após a privações androgênica 
por castração cirúrgica, alta dose de estrógeno, ambos os tratamentos. Reproduzido de 
(Rosa-Ribeiro, Nishan, et al., 2014). 
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Abstract
Androgens regulate prostate physiology, and exert their effects through the androgen receptor. We hypothesized that
androgen deprivation needs additional transcription factors to orchestrate the changes taking place in the gland after
castration and for the adaptation of the epithelial cells to the androgen-deprived environment, ultimately contributing to
the origin of castration-resistant prostate cancer. This study was undertaken to identify transcription factors that regulate
gene expression after androgen deprivation by castration (Cas). For the sake of comparison, we extended the analysis to the
effects of administration of a high dose of 17b-estradiol (E2) and a combination of both (Cas+E2). We approached this by (i)
identifying gene expression profiles and enrichment terms, and by searching for transcription factors in the derived
regulatory pathways; and (ii) by determining the density of putative transcription factor binding sites in the proximal
promoter of the 10 most up- or down-regulated genes in each experimental group in comparison to the controls Gapdh
and Tbp7. Filtering and validation confirmed the expression and localized EVI1 (Mecom), NFY, ELK1, GATA2, MYBL1, MYBL2,
and NFkB family members (NFkB1, NFkB2, REL, RELA and RELB) in the epithelial and/or stromal cells. These transcription
factors represent major regulators of epithelial cell survival and immaturity as well as an adaptation of the gland as an
immune barrier in the absence of functional stimulation by androgens. Elk1 was expressed in smooth muscle cells and was
up-regulated after day 4. Evi1 and Nfy genes are expressed in both epithelium and stroma, but were apparently not affected
by androgen deprivation.
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Introduction
Androgens are required for prostate development, growth and
physiology, by activating the androgen receptor (AR), which is
expressed in both epithelial and stromal cells of the adult prostate
gland [1,2]. More than 300 proteins have been identified to
contribute to AR activation and to modulate its transcription
activity [3–6], to promote a variety of gene expression patterns in
cells and tissues [7].
Understanding the mechanisms of androgen regulation in the
prostate gland is important, because the prostate is affected by
several different diseases, in particular prostate cancer (PCa).
Several ways exist to treat prostate cancer and promote cell cycle
arrest and/or epithelial cell death. Treatments involving androgen
manipulation include surgical castration (bilateral orchiectomy),
antiandrogens (usually AR antagonists), or substances that inhibit
androgen synthesis (5a-reductase inhibitors, gonadotrophin-re-
leasing hormone blockers) [8]. 17b-estradiol exerts anti-androgen
effects by blocking the hypothalamic production of gonadotropin-
releasing hormone and thereby inhibiting the production of
testosterone by the testes [9], but also acts locally via interactions
with either of the estrogen receptors found in the gland.
The two major drawbacks to the use of antiandrogens or
androgen deprivation therapies are the systemic side effects,
including physiological (bone loss, muscle weakness, temperature
deregulation, cardiovascular problems) and behavioral changes
(loss of stamina, apathy, loss of libido and depression) on the one
hand, and progression to castration-resistant prostate cancer
(CRPC), which is more aggressive than the original disease, on
the other.
Although androgens are highly important for prostate cancer
development, after androgen deprivation the disease progresses to
a castration-resistant state that may be driven by AR mutations,
amplifications and/or ligand-independent activation, which can
keep the prostate epithelial cells alive in an androgen-poor
environment [10,11]. In addition to the mechanisms centered on
AR expression and functioning, a variety of chromosomal and
physiological changes are associated with PCa progression (i.e.
tumor growth, metastasis and androgen independence) [12], and
chromosome aberrations, including frequent bridging (chromo-
plexy) [13].
Previous analyses of gene expression revealed significant aspects
of prostate physiology [14–19]. These studies employed different
PLOS ONE | www.plosone.org 1 June 2014 | Volume 9 | Issue 6 | e97080
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strategies to obtain the data, and arrived at different subsets of
genes that are differentially expressed in response to challenging
hormonal conditions. Given the extreme drop in secretory
function in response to androgen, and the complex interactions
between the epithelium and the stroma, it is possible that subtle
changes in physiologically important factors are obscured in the
mass of information obtained. For instance, Desai et al. (2004)
pointed out a progressive increase in PTEN expression in the
epithelial cells and several genes grouped together to characterize
an ‘‘immune-inflammatory’’ response, which was validated and
correlated with a high concentration of immune-system cells
including macrophages, mast cells and lymphocytes [15]. The
concentration of these cells is another complicating component in
the analyses of gene expression, because they contribute their own
mRNA. Asivartham et al. (2006) worked with isolated cells in
primary cultures, but in these conditions, the contribution of
mutual stromal-epithelial interactions is absent [19].
We therefore hypothesized that a better understanding of the
nature of the cells that survive castration would benefit the search
for strategies to allow a blockade or at least an extension of the
time needed for the transition to the CRPC, and that the
identification of regulatory networks for transcription factors (TF)
could reveal new therapeutic targets.
Pursuing the idea that additional TF could be co-opted for
coordinating gene expression that would contribute not only to
epithelial-cell death but also to an adaptation of the organ in
general and the epithelium in particular to varying hormonal
conditions, notably complete androgen deprivation, and that these
changes increase the susceptibility to progression to CRPC, we
performed gene expression profiling using DNA microarrays to
identify TF associated with the most-regulated genes after
androgen deprivation by surgical castration (Cas group). We
included in the analyses a group of rats that received a high dose of
17b-estradiol (E2 group) (falling androgen level and high estrogen)
and a group of rats that were castrated and treated with E2 (Cas+
E2 group; low androgen, high estrogen).
Inspired by the study of Yeh et al. (2009), we attempted to
identify regulatory networks among the genes obtained from
microarray data, by examining the relatedness between the
regulated genes and structural signatures in their promoters
[20]. In a first approach, we identified all genes showing
differential expression in each experimental group when compared
to the controls. The differentially expressed genes were arranged
into enrichment terms, and the resulting regulatory gene networks
constructed were used for the identification of candidate TF. In a
second approach, we examined the 3,000 bp proximal promoter
of the ten most differentially expressed genes for the presence of
putative transcription-factor binding sites, and determined their
relative abundance with respect to the corresponding promoter
regions of two internal control genes (i.e. not regulated by each
treatment). The filtered TF were then validated by qRT-PCR and
localized in the gland by immunohistochemistry. The expression
pattern and tissue location of these TF appear to be important for
the fine-tuning of prostate adaptation to the androgen-deprived
environment.
Material and Methods
Animal Treatments
Forty-eight 21-day-old male Wistar rats were obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Research (CEMIB),
University of Campinas. The animals were kept under normal
light conditions (12-h light:dark cycle) and received filtered tap
water and Purina rodent chow ad libitum.
On the 90th day after birth, the rats were divided in four groups
(n = 3) and assigned to different treatment groups. To cause
androgen deprivation, we utilized three different procedures with
different effects on epithelial cell apoptosis [21]. Animals in the
first group were castrated (Cas) by orchiectomy via scrotal incision
under ketamine (150 mg/Kg body weight) and xylazin (10 mg/kg
body weight) anesthesia. Animals in the second group received a
25 mg/Kg body weight dose of 17b-estradiol diluted in corn oil
(E2 group). The third group received a combination of both
treatments (Cas+E2 group) (combined orchiectomy and 17b-
estradiol). In the control group (Ct; normal androgen and
estrogen), the animals received only the vehicle. Three days after
the treatments, the rats were killed by anesthetic overdose, and the
ventral prostate was dissected out for the microarray and
immunohistochemistry analyses. For evaluation of the TF
expression after castration, 24 animals were distributed in eight
groups: one non-castrated (NC) and seven castrated (Cas) groups
(1 to 7 days after surgery).
The procedures were approved by the Committee for Ethics in
Use of Animals (CEUA) for the Institute of Biology, State
University of Campinas (protocol nos. 1945-1 and 3000-1).
RNA Extraction
Ventral prostates were dissected under RNAse-free conditions.
Thirty mg of the tissue was used for total RNA extraction.
Subsequently, the tissue fragments were extracted using Illustra
RNAspin Mini kits (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
according to the manufacturer’s instructions. RNA purity was
analyzed by the ratio of absorbance at 260/280 nm (values higher
than 1.8) and by electrophoresis on 1.2% denaturing agarose gel.
The RNA concentration in each sample was determined in an
Ultrospec 2100 pro spectrophotometer (Amersham Biosciences,
Cambridge, England).
Microarray Hybridization
Whole transcript microarrays (Gene Chip Rat Gene 1.0 ST
Array) purchased from Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) were
used for gene expression analysis. Microarray probes were
synthesized from 500 ng of total RNA using a WT Expression
kit (Ambion, Austin, TX, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Single-strand cDNA was synthesized containing a T7
promoter sequence, and the second-strand cDNA was synthesized
by DNA polymerase in the presence of RNase H.
The antisense cRNA was synthesized and amplified by in vitro
transcription (IVT) of the second-strand cDNA template using
T7RNA polymerase. The cRNA obtained was purified to improve
the stability of the cRNA. From 10 mg of purified cRNA the sense-
strand cDNA (ss-cDNA) was synthesized by reverse transcription
using random primers, and the ss-cDNA contained dUTP at a
fixed ratio relative to dTTP. Then, the cRNA was degraded by
RNase H and the ss-cDNA was purified.
In the second part of the protocol, 5.5 ng of ss-cDNA in a
31.2 mL volume was nicked and labeled using the GeneChip WT
Terminal Labeling Kit (Affymetrix) according to the manufactur-
er’s instructions. The efficiency of the labeling procedure was
controlled by a protocol that prevents hybridizing poorly labeled
targets onto the probe array. The addition of biotin residues was
checked in a gel-shift assay using 4% agarose gel in TBE buffer
and monitoring for the presence of fragments with 200 bp or less.
For the hybridization, washing and staining steps, the
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix) was
used. 80 mL of the fragmented and labeled ss-cDNA solution was
loaded on the gene chip probe array and incubated at 45uC,
60 rpm for 18 h. The hybridized chip was set in the fluid station to
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stain and wash (GeneChip Fluidics Station 450; Affymetrix), and
scanned using the Affymetrix GeneChip Operating Software v1.3
program. The data were normalized and summarized by
Expression Console software (Affymetrix), and the results were
analyzed by bioinformatics.
Analysis of Microarray Results
The expression profile was evaluated for biological replicates
from the treatment and control groups. The summarized data
from microarray experiment were processed using bioconductor R
package (limma and affy libraries), the background correction was
done by using RMA (Robust Multi-array Average) and the
normalization was done by quantiles. The p-values were adjusted
by FDR multiple test correction. Probe to gene annotation was
done using the Affymetrix annotation files. Genes with fold-change
(Log2) .1.5 or , 21.5 and adjusted p-value ,0.01 were applied
for subsequent analyses. Genes appearing to be exclusive to or
shared (intersections) by the experimental groups were determined
using the script PERL, and shown as Venn diagrams.
The genes from microarray data (adjusted p-value ,0.01) were
also applied in Cytoscape software (BinGO plugin) to determine
the gene ontologies (GO). With this result, were considered all
significant enrichment terms using a hypergeometric test (FDR,
0.01) to obtain enrichment in Biological process (BP), Molecular
function (MF) and Cellular component (CC).
Transcription Factor and Transcription Regulators in the
Enrichment Terms
All genes present in BC, MF, CC, from enrichment terms
analysis, were used to construct regulatory networks using the
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software.
The transcription factors and transcription regulators enrolled
to construct the regulatory networks were identified and classified
as to whether or not they were differentially expressed in the
microarray data.
To test the correlation among these genes, androgen receptor
(Ar) and the estrogen receptors (Esr1 and Esr1), we constructed a
minimum spanning tree (MST) using the Pajek software. A
correlation matrix was prepared using the values of relative
expression for each gene extracted from the results published by
Su and co-workers [22]. The correlation distance matrix was
calculated using the expression dij~
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
2 1{rij
" #q
, where rij is the
correlation coefficient between list of variables i and j.
The standard variation of the values obtained for the relative
expression on the different tissues was used as vectors in the MST.
A detailed description of this procedure and their applications will
be published elsewhere.
TF Binding Sites in the Proximal Promoter Region of the
Most-regulated Genes
To find out more putative TF that can act in the prostate gland
after androgen deprivation, it was selected the 20 most regulated
genes (10-up and 10-down) exclusive to each treatment (Cas, E2
and Cas+E2) and shared by the three treatments according to fold-
change from microarray data. In total, 80 genes were analyzed
individually to determine putative TF binding sites in the 3,000 bp
upstream of the gene transcription start. To run this analysis the
selected sequences were loaded in the Match-1.0 program (www.
gene-regulation.com), and the parameters (a) vertebrate matrices
and (b) cutoff for the matrix of false-positive and false-negative
groups were selected to identify the TF binding sequences.
The resulting list was sorted according to the total number of
binding sites in the promoter regions. We also compared the
number of binding sites for the identified TF with those in the
proximal promoter region of the GAPDH and TBP-7 genes,
which were selected as internal controls, because their mRNA
levels were not affected by the treatments, as determined by qRT-
PCR.
The TF density (number of binding sites in the promoter region
divided by the number of genes) in the regulated genes was
compared with the TF density in the promoter region of the
internal control genes, as a way to eliminate those with a wide
distribution in the genome. Finally, we identified the TF that were
exclusive (or enriched) to each experimental group.
Figure 1 summarizes the combination of methodologies
employed in this study.
Quantitative Real-time PCR
Quantitative real-time PCR was used to determine the TF
expression at the mRNA level. We followed the kinetics of the
mRNA variation for up to seven days after castration. RNA
samples were reverse-transcribed to cDNA by a Super Script III
First-Strand Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). cDNA was
mixed with TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and inventoried assays
Rn01756649_g1 (Elk-1), Rn01493436_m1 (Evi-1),
Rn01750242_m1 (Mybl2), Rn01442895_m1 (Mybl1),
Rn01399583_m1 (Nfkb1), Rn01413842_g1 (Nfkb2),
Rn01502266_m1 (Rela), Rn00583735 (Gata2), Rn01648938_m1
(Nfyb) and Rn00573309_m1 (Hnf4a). For Rel(cRel), we designed the
primers FW: 59–CCGGCCGGACAGCTTT and Reverse: 59–
GCCAGCCCCGTCTAGGAA, and the probe: FAM-
CTCTAACTCACAAGGTGTCCT. Our attempts to produce
primers and probes for RelB produced no acceptable results, and
therefore the evaluation of this TF was limited to immunofluo-
rescence. The reactions were conducted and analyzed to
determine the threshold cycle in an Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System. The results are presented as fold-changes
calculated using the DDCt with the use of Gapdh (Rn01775763_g1)
as internal control, after testing 9 routinely used internal controls.
The statistical analyses included ANOVA and post hoc Tukey’s
test, considering the results as significant when p,0.05.
Immunofluorescence Analysis
The ventral prostates of control and castrated animals at day 3
after surgery were collected and immersed in Tissue-Tek O.C.T.
Compound (Torrance, CA, USA) and frozen in liquid nitrogen.
Five-mm cryosections were obtained and used for immunofluores-
cence. Sections were fixed first in cold methanol and then in 2%
paraformaldehyde for 10 min each. The sections were permeabi-
lized with 0.2% Tween 20 in PBS for 15 min at room
temperature. The autofluorescence was quenched with 10%
H2O2 in PBS for 15 min. Non-specific protein-protein interactions
were blocked by incubation with 10% pre-immune serum in PBS
for 1 h at room temperature.
The primary antibody against MYBL2 (goat, cat. ab53511) was
obtained from ABCAM (Cambridge, MA, USA). Antibodies
against EVI1 (rabbit, cat. 2593S), ELK1 (rabbit, cat. 9182S),
GATA2 (rabbit, cat. 4595S), NFKB1 p105/p50 (rabbit, cat.
3035S), NFKB2 p100/p52 (rabbit, cat. 4882S), NFKB p65/
RELA (rabbit, cat. 8242S), RELB (rabbit, cat. 4954S), and REL
(c-Rel) (rabbit, cat. 4774S) were obtained from Cell Signaling
(Beverly, MA, USA). They were diluted 1:300 in the 10% pre-
immune serum in PBS and incubated overnight at 4uC.
The tissue sections were rinsed three times in PBS and then
incubated with either Alexafluor 546-conjugated donkey anti-goat
Igs or goat-anti rabbit Igs (cat. A11056 and cat. A11010;
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Invitrogen) secondary antibodies diluted 1:2000 in PBS for 1 h at
room temperature. After incubation in the secondary antibody,
the slides were washed in PBS and then incubated in DAPI for
10 min to stain the nuclei. Photo documentation and analysis were
done using a Leica DM 2500 microscope equipped for fluores-
cence imaging.
Results
Differential Expression Profiles
Microarray analysis showed the gene expression profile of the
treated groups compared with the control animals. The criteria of
1.5-fold variation and a p,0.01 value were used to select the genes
with differential expression. This resulted in a total of 2,693 genes
that showed differential expression compared to the controls. One-
fifth (21.5%) of these genes (580 genes) were shared by the three
experimental conditions employed in this study (226 up and 354
down), as shown in the Venn diagrams in Figure 2. In addition to
sharing these differentially expressed genes, the Cas group showed
the largest number of differentially expressed genes (2,046 genes),
while the E2 group showed 830 genes, and only 132 exclusive
genes. The combined treatment (Cas+E2 group) showed an
intermediate number of differentially expressed genes (1,856 in
total) with 473 exclusive genes. It became clear that androgen
deprivation (Cas group) resulted in more exclusive genes that were
up-regulated than those that were down-regulated, suggesting that
the changes achieved by androgen deprivation require an active
process of gene expression to coordinate the modifications
associated with gland regression and tissue remodeling. In
contrast, more genes were down-regulated in response to the E2
treatment or the combination of Cas+E2. Thought.
TF in the Enrichment Terms
Enrichment terms were observed in the Cas (37 terms) and E2
(5 terms) groups, in the intersections between the three experi-
mental groups (common genes) (90 terms), and in the intersection
of the Cas and Cas+E2 groups (88 terms) (Fig. 3).
After the identification of the enrichment terms, we used the
IPA Ingenuity software to identify gene interaction networks.
Then, 135 transcription-regulation related candidates appearing
in those networks were isolated. Shown in Table S1 are the
candidates that were up- (40) or down-regulated (16) in the
microarray results. The analyses clearly showed that more TF
were up-regulated than down-regulated in each experimental
condition. This might reflect the predominance of the androgen-
regulated genes, and perhaps also the complexity of genes involved
in the squamous metaplasia transition induced by estrogen
stimulation (results not shown) [23].
We calculated the correlation among the expression of these
selected genes and that for the Ar, Esr1 and Esr2 in a series of
human tissues and opted to show the results as a MST, after
calculating the distances among the expression profiles. The
resulting MST is also shown in Figure 4. One obvious observation
is that genes differentially expressed in the microarray data have
different correlation with the Ar. TMF1 showed the highest
centrality in the tree. It was interesting to note that Ar, Esr1 and
Esr2 also occupied a relatively central position. The efficiency of
this construction in showing the correlation among the expression
pattern of different genes is manifested by the short distances
between the pairs Nkx3.1/Ar; Esr1/BRCA2, and Esr2/NFkB2,
because of well known functional associations among them.
Figure 1. Summary of the sequential analyses performed in this study.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g001
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TF in the Promoter Region of the 10 Most up- or down-
regulated Genes
From the microarray analysis, we selected the ten most up- or
down-regulated genes, as compared to the controls, that were
exclusive to each experimental group, and also those shared by the
three treatments (Table 1).
For each of these 80 genes, we did a search for transcription-
binding sites in the proximal 3,000-bp promoter region. The
density of the TF binding sites in the promoter was calculated by
dividing the number of binding sites by the number of genes
considered (i.e. 80 regulated genes and 2 controls) compared to
those found for the Gapdh and Tbp7 genes. These two genes were
chosen from a list of nine routinely used internal controls because
their expression did not vary in the different experimental groups,
as determined by qRT-PCR.
We found 55 putative TF binding sites that were absent from
the promoter region of the control genes Gapdh and Tbp7 (Fig. 5A).
Most of these TF binding sites were found in very low density.
Figure 5B shows the 61 TF binding sites found in the promoter
region of the regulated genes and in the promoter region of the
controls.
Finally, we compared the list of TF appearing in the gene
regulatory networks obtained with the use of Ingenuity (135
candidates) and those TF whose putative binding sites were found
in the proximal promoter of the 10 most-regulated genes that were
equal to or higher than in the promoter region of the non-
regulated genes (Gapdh and Tbp7) (84 candidates). Eight transcrip-
tion factors were present in both lists: EVI1, NFY, HNF4, ELK1,
GATA2, REL (c-Rel), MYB and NFkB. MYBL1 (A-MYB)
appeared up-regulated in the microarray data and was chosen
along with its family member MYBL2 (B-MYB) for further
analysis. Given the incompleteness of information about the
expression of NFkB family members in the prostate, we selected
different members for further validation. Unexpectedly and
perhaps fortuitously, this approach excluded important TF, such
as OCT1 [5], AR and estrogen receptors.
RT-PCR Validation of TF Expression
We validated the expression of the eight TF, their variants, and
some family members. Only the Hnf4 gene was not found to be
expressed in the adult prostate. The variation in expression of the
remaining seven TF was studied for up to seven days after
castration. We grouped them in three groups. Mybl1, Mybl2
(members of the MYB family) and Gata2 were grouped together
because of their known expression in immature hematopoietic cells
[24–26]. The second group included members of the NFkB
family: Nfkb1, Nfkb2, Rela and Rel (cRel). The third group included
the independent TF Evi1, Elk1 and Nfyb.
Mybl1 and Mybl2 showed statistically significant fold-increases
after castration (Fig. 6A and B). While the latter showed less
variation with a peak at day 3, the former increased as early as day
2. However, both genes increased only transiently. On the other
hand, Gata2 did not show significant variation in response to
castration (Fig. 6C), in agreement with a previous notion that this
gene is not affected by androgens, although it is known to
coordinate the expression of AR-regulated genes [5,27]. Direct
comparison of the trend line obtained by the fourth-order
polynomial (Fig. 6D) indicated that the oscillation in Gata2
expression, though not significant, appeared complementary to
Figure 2. Venn diagrams showing the number of genes that were differentially expressed. The diagrams show the genes that are
exclusive to each treatment and those that are shared by two or all three experimental groups (Cas, E2 and Cas+E2) compared to the control group.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g002
Figure 3. Number of enrichment terms exclusive or shared
among groups. The three treatments shared 90 enrichment terms.
The highest number of enrichment terms was found in the Cas group.
The Cas+E2 group showed no exclusive enrichment term.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g003
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Figure 4. Differentially expressed TF and transcription regulation-related genes. Transcription regulation-related genes indentified by the
IPA Ingenuity program and showing differential expression in those subgroups containing enrichment terms. Red and green colors highlight the up-
or down-regulated genes as compared with the control group, respectively. A minimum spanning tree is used to show the correlation among the
expression variation of the differentially expressed genes (yellow) plus the androgen receptor (AR) and estrogen receptors (ESR1 and ESR2) (red) in
human tissues. Each gene is indicated as a vertices and their size represent the standard deviation of their fold changes in different tissues. The edge
length is the distance calculated from the correlation matrix as explained in M&M. Of note, are the centrality of TMF1 and the short distances between
the pairs AR-NKX3-1, ESR1-BRCA2, and ESR2-NFKB2.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g004
Table 1. The eighty most regulated genes.
Groups Up-regulated Down-regulated
Cas Ska3/LOC689296/LOC681325 Aspn/RGD1562462/Slamf9 Ifit1/Kcnd2/Rnase2/Rpl21 Ocm/Furin/Isyna1 LOC287167/Aox3/Dmd/Slc17a9
Tomm7/Tnnt2/Hspb6
E2 Ankrd11/N5/Hamp/Sft2d1 LOC691979/nucleolin/Tns4 Slc39a1/Dync2h1/LOC290071 Sparc/Slc25a24/Susd2/Lcn2 Ly6c/Pi16/Glrx1/Kcnmb1
C1H6orf35/Tmem47
Cas+E2 Sh3rf2/LOC310926/Macc1/Chi3l1/Krt15/LOC259246 Rnase1l1/Sdr16c5/Obp3/Prol1 Mrpl41/Sms/Defb50/Hectd2 MGC109340/Scnn1g/Me1
V1rd15/Twf1/Pmp22
Shared RGD1565682/Cfh/Gnat2 Lrrc34/Mmp12/Gpnmb/Abcc3/V1rk2/Blnk/Mmp15 Ugt2b34/Cntn6/Cyp2c13 Oas1k/Neto2/Cpa6/Cdh12
Wfdc3/Lrrc37a/Ldoc1
The ten most up- or down-regulated genes that were exclusive to each of the experimental groups or were shared by the three treatments. These genes are involved in
different functions (see Appendix 1 for details on the annotated functions for these genes).
doi:10.1371/journal.pone.0097080.t001
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that shown by Mybl2. This form of representation also revealed
that Mybl1 expression precedes and extends longer than that of
Mybl2, and might be an inherent characteristic of their expression
that warrants further investigation.
Statistically significant increases in fold-change were observed
for Nfkb1 (Fig. 7A) and Nfkb2 (Fig. 7B) after castration, but not for
Rel (cRel) (Fig. 7C) and Rela (Fig. 7D). Nfkb1 and Nfkb2 expression
appeared transient, with peaks at days 4–5. Using the same direct
comparison of the trend lines for the four genes together (Fig. 7E),
and examining the non-significant variation measured for the Rel
and Rela, we noted that Rel differed from the others in showing
incremental increases within the timeline of the experiments, while
the variation in the others seemed to be transitory. We speculate
that the transient nature of gene expression observed for three of
the NFKB members might be connected to transitory events in the
adjustment of the castration-resistant cells to the androgen-
deprived condition.
The quantification of Evi-1 expression in response to castration
revealed no significant variation (Fig. 8A). In contrast, the
quantification of Elk-1 revealed not only a significantly increased
expression, but also an interesting pattern, remaining steady for up
to day 3 and then increasing up to 3-fold, before returning to the
level of the control (Fig. 8B). Nfyb quantification and kinetics were
equally interesting (Fig. 8C). Although a significant increase was
only found at day 5, it showed a long lasting slight increase in
mRNA content. Superimposing the trend lines (Fig. 8D) of these
three apparently independent TFs provided no further elucidation
of a stereotyped behavior, except for reinforcing the delayed
increase in Elk-1 expression after castration.
Immunofluorescence Localization of the Newly Identified
TF
The immunofluorescence revealed that the selected TF were
differentially distributed in the epithelial and stromal cells of the
rat ventral prostate (Fig. 9). Several TF are present in both
epithelial and stromal cells, but had unique distributions (Fig. 9).
We found MYBL2 to be concentrated in the epithelial cells and
discretely in the cell nucleus. GATA2, on the other hand, was
found in both epithelial and stromal cells, with clear nuclear
localization in non-castrated animals. The number of cells showing
nuclear localization was reduced in animals examined 3 days after
castration.
EVI1 was found in both epithelium and stroma, and showed
nuclear localization in the epithelium after castration. ELK1
showed a restricted stromal localization in morphologically
recognized smooth-muscle cells. NFYB was detected in the
nucleus of epithelial cells in non-castrated animals. The nuclear
localization was partly lost after castration. Stromal cells were also
positive for NFYB.
NFkB1 was found in both epithelium and stroma in non-
castrated and castrated animals. The epithelium also expressed
RelA and RelB, which, similarly to NFkB1, were not responsive to
castration in terms of epithelial/stromal distribution. In contrast,
REL was expressed in the epithelium after castration and was
found in the cell nucleus. Since nuclear translocation of this (and
other family members) occurs upon activation [28], this location is
a good indication that REL is activated after castration. NFkB2
and REL were found exclusively in stromal cells, and maintained
this distribution after castration. In contrast, the expression of
RelB in the stroma was suppressed in response to androgen
deprivation. Figure S1 summarizes these findings.
Discussion
By comparing the gene expression profiles in the prostate under
different hormonal conditions (androgen deprivation, high dose of
17b-estradiol, and a combination of these), we identified seven TF
(and some variants), which were further characterized with respect
to their expression in the prostate and possible variations in
response to castration. These TF were found to be differentially
expressed and were grouped in three functionally important
groups: (i) coordinators of the immaturity state or regulators of
Figure 5. TF with possible binding sites found in the 80 most-regulated genes. (A) TF binding sites not found in the internal control genes.
(B) TF binding sites also found in the proximal promoter of internal control genes. Density values#0.01 were omitted.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g005
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epithelial differentiation (MYBL1/MYBL2 and GATA-2), (ii)
coordinators of the ability of the organ to function as an immune
barrier (NFkB family members), or (iii) early-response genes or
genes related to the response to extracellular signaling (EVI1,
ELK1 and NFYB), which together coordinate the epithelial and/
or stromal cell behavior under androgen-deprived conditions.
It is well understood that treatment with androgens increases
the AR and coactivator occupancy in the PSA enhancer and
promoter regions [29–33]. Although the regulation of genes such
as PSA by the AR in prostate cells seems to be relatively simple,
and the prostate weight loss after castration is a direct effect,
complex mechanisms are involved in the adaptation of the gland
to varying levels of androgen stimulation.
We considered that extracting information from the mass of
genes revealed by the present experiments using the usual tools
could be misleading, in the sense that some regulatory molecules
might show subtle or no variations in mRNA content and might
escape detection in assays of differential expression. Therefore, we
defined an experimental approach to filter for druggable TF that
could function as state-defining regulatory hubs by orchestrating
different functions related to tissue remodeling and as regulators of
differentiation, among others, and localizing these TF to either the
epithelium and/or the stroma, and employed a MST to determine
the correlation among their expression levels is a number of
tissues.
Figure 6. Kinetics of Mybl1, Mybl2 and Gata2 expression. Quantitative RT-PCR determination of the mRNA content for the Mybl1 (A), Mybl2 (B)
and Gata2 (C) genes in the prostate of non-castrated (NC) and castrated rats up to 7 days after surgery. The fold-change variation with respect to the
controls is shown as the mean 6 the standard variation (n = 3 for each time point). The asterisks indicate p,0.05. The dotted lines in each figure
correspond to the fourth-power exponential fitting curve, and are shown together for the sake of direct comparison in D.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g006
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We identified TF genes in regulatory networks established from
the enrichment terms and from the analysis of the proximal
promoter region of the genes that were regulated by androgen
deprivation, as revealed by the microarray analysis and referenced
not only to the normal androgen levels in non-castrated rats, but
also to the high-dose estrogen stimulus.
The search for biological relationship between the TF found in
the selected networks and the steroid hormone receptors Ar, Esr1
and Esr2 was unveiled by calculating their expression correlation
(and the resulting distance matrix) and constructing a MST. One
obvious observation is that genes differentially expressed in the
microarray data have different correlation with the Ar. One
surprising finding was the high centrality of TMF1, named after
TATA element modulatory factor [34], and later characterized as
the first androgen receptor coactivator [35]. This factor was later
characterized as a golgin and found in both nuclear and cytosolic
factors [36,37]. This dual localization and functional properties is
intriguing and will certainly deserve further research. The MST
also demonstrated that Ar, Esr1 and Esr2 also occupied a relatively
central position. Nonetheless, the efficiency of this construction in
showing the correlation among the expression pattern of different
genes is manifested by the short distances between the pairs
Nkx3.1/Ar; Esr1/BRCA2, and Esr2/NFkB2, because of well
known functional associations among them.
Comparison of these TF with those whose putative binding sites
in the promoter regions of the regulated genes uncovered a list of
interesting candidates: EVI1 (Mecom), NFY, HNF4alpha, ELK1,
GATA2, MYB, REL and NFkB. These eight transcription factors
by the in silico analyses were validated, and only HNF-4 was found
not expressed in the prostate (positive PCR and immunohisto-
chemistry in the liver, used as positive control; data not shown).
MYBL1, MYBL2 and GATA-2 Define Lineage Commitment
and the Immaturity State of Epithelial Cells
The genes Mybl1 and Mybl2 belong to the MYB family, along
with c-MYB. Both of them showed significantly enhanced
expression under androgen deprivation. Besides, these TF have
multiple binding sites in the promoter region of the regulated
genes, and were found in enrichment gene networks in the Cas
and Cas+E2 (data not shown).
MYBL2 is related to proliferative activity. Use of the MMTV-
PyMT mouse was instrumental in the discovery that Myb is
essential for the development of mammary tumors, but not
ultimately for their progression [38]. In vitro tests showed that
normal mammary epithelial NMuMG cells transduced with Myb
show high proliferation and reduced apoptosis [39], consistent
with Myb activation during the S through G2/M phases of the cell
division cycle [40–42]. MYBL2 was reported to be associated with
the control of expression of the anti-apoptotic protein bcl-2, by
physically interacting with the promoter of this gene [43].
Recently, the functional aspects of Myb expression were
investigated in LNCaP and its derivative C4-2 cells after super-
expression or knockdown experiments [44], after the realization
that Myb is frequently amplified in CRPC [45]. The authors
provided solid evidence that Myb affects proliferation, adhesion,
anchorage dependency, and several epithelial to mesenchymal
transitions (EMT), and proposed that Myb is closely associated
with disease progression [44].
It remains to be determined what the direct targets of MYBL1
and MYBL2 in the prostate gland are, and how these transcription
factors interact with AR in the response to variations in androgen
levels.
Figure 7. Kinetics of Nfkb1, Nfkb2, Rel and RelA expression. Quantitative RT-PCR determination of the mRNA content for the Nfkb1 (A), Nfkb2
(B), Rel (c-Rel) (C) and RelA (D) genes in the prostate of non-castrated (NC) and castrated rats up to 7 days after surgery. The fold-change variation with
respect to the controls is shown as the mean 6 standard variation (n = 3 for each time point). The asterisks indicate p,0.05. The dotted lines in each
figure correspond to the fourth-power exponential fitting curve, and are shown together for the sake of direct comparison in E.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g007
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On the other hand, GATA-2 has more-evident effects on
prostate cancer cells. GATA-2 and Oct-1 were found to be
sequentially recruited to the enhancer region of AR-regulated
genes [5]. Nonetheless, GATA-2 was further characterized as a
factor in high risk of recurrence, PSA recurrence, and metastatic
progression. Notably, the high expression was not associated with
any detectable mutation in GATA-2 in these tumors [27]. The
authors also demonstrated that GATA-2 regulates KLK2, but not
AZGP1, two genes that are directly regulated by AR.
One study has demonstrated that GATA-2 is necessary for non-
small cell lung cancer, via regulation of the proteasome, IL-1/
NFkB signaling and Rho-signaling pathways, thereby providing
enhanced proliferation for RAS-mutation. The authors suggested
that GATA-2 operates orthogonally to oncogenes, as it is not
directly affected by the receptor tyrosine kinase/RAS pathway,
and that the GATA-2-centered network could represent a stress-
response mechanism. In line with this evidence, our results
revealed no significant variation in Gata2 expression after
castration (Fig. 6C), indicating a relative independence from AR
signaling. Finally, the presence of GATA2 in the cell nucleus (Fig. 9
and Fig. S1) indicates that GATA-2 is found in its active form.
To our knowledge, this is the first demonstration that MYBL1/
MYBL2 and GATA-2 are expressed and likely involved in
modulating the response to androgen deprivation in physiological,
non-tumor conditions in prostate epithelial cells.
We are convinced that the immaturity state coordinated by
MYB1/2 and GATA2 is a hallmark of epithelial cells that
facilitates the transition to CRPC in humans and represent targets
for a therapeutic approach to this devastating disease.
NFkB Family Members Integrate the Epithelial and
Stromal Functions as an Immune Barrier
Immune-system cells are found in the prostate, and are present
in larger numbers after castration. Mast cells are readily identified
Figure 8. Kinetics of Evi1, Elk1 and Nfyb expression. Quantitative RT-PCR determination of the mRNA content for the Evi1 (A), Elk1 (B) and Nfyb
(C) genes in the prostate of non-castrated (NC) and castrated rats up to 7 days after surgery. The fold-change variation with respect to the controls is
shown as the mean 6 standard variation (n = 3 for each time point). The asterisks indicate p,0.05. The dotted lines in each figure correspond to the
fourth-power exponential fitting curve, and are shown together for the sake of direct comparison in D.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g008
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by their characteristic morphology, and macrophages and
lymphocytes have been reported by others [15]. It is also known
that androgens regulate a specific immune/inflammatory response
[15,19], but in transcriptome analysis, the presence of immune
cells influences or obscures the contribution of immune-response
genes.
The combined strategy employed in this study allowed us to
identify c-Rel and NFkB TF among those selected by bioinfor-
matics, and to extend their characterization to other family
members. The variations in gene expression and location in the
epithelial and/or stromal compartments, in particular the
appearance of REL in the epithelium and the disappearance of
RelB expression in the stroma in response to castration, suggest a
dynamic adaptation of these important TF to the absence of
androgen stimulation, in particular the possible dimers that they
can form, particularly after the silencing of the secretory function,
Figure 9. TF localization in epithelial and stroma cells. Immunohistochemical localization of selected TF (red) as indicated in the prostate of
non-castrated controls (NC) and castrated rats 3 days after surgery (CAS). MYBL2 (A,B), GATA2 (C,D), EVI1 (E,F), ELK1 (G,H), NFYB (I,J), NFKB1 (K,L),
NFKB2 (M,N), REL (O,P), RELA (Q,R), RELB (S,T). Nuclei were stained with DAPI (blue). White arrows indicate smooth-muscle cells. Yellow arrowheads
indicate cells showing nuclear location of the TF. L = gland lumen; S = stroma. Scale bars = 50 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0097080.g009
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the major role of the gland. Furthermore, the nuclear location of
REL suggests that it is present in the active form and it may have a
role in non-pathogen-induced functions of members of the NFkB,
such as a blocker of apoptosis [46], and in the possible survival of
epithelial cells in the androgen-poor environment.
Maldonado and collaborators have characterized the capacity
of prostate stromal cells to recognize and respond to pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), given the characteristic
pattern of Toll-like receptor 4 (TLR4) expression [47]. They also
extended the observations to determine the effects of castration,
and showed that RELA (therein referred to as NFkB/p65), in
combination with CD14 and MyD88, coordinates the adaptation
of epithelial and smooth-muscle cells to androgen deprivation,
including the ability to produce surfactant protein D (SP-D)
[48,49].
The results reported here are in good agreement with these
functional assays. They add an extra layer to the mechanisms
regulating the ability of the prostate to deal with infectious agents,
and reinforce the notion that the epithelium and stroma perform
complementary and perhaps overlapping functions as an immune
barrier. It will be interesting to determine how these functions
correlate with the gland function to produce and secrete anti-
inflammatory factors, as well as their variations and function in
human prostatitis.
Nonetheless, we suggest that the combined functions of these
TF regulate the recruitment of immune cells to the organ and also
the functioning of these immune cells, including the ability to
concentrate immunoglobulins (mostly IgA and IgG) in the
secretion.
Immediate Early-response Genes and NFYB
The EVI1 (Mecom) function was found to overlap with the FOS
early-response gene [50]. Elk-1 is among the TCF factors that
regulate the cell response to extracellular signals, and is a direct
target of MAP kinase/ERK1 phosphorylation to control the
expression of c-fos [51,52]. ELK-1 distribution was restricted to
the smooth-muscle cells and showed increased expression after
four days under androgen deprivation, while EVI1 and NFYB
were found in both the epithelium and the stroma, and were
irresponsive to androgen. This is compatible with the changes in
these cells in the first week after castration, most obviously a
reduction in cell volume [53], and with a reported involvement
with the reorganization of collagen fibers in the extracellular
matrix [54]. ELK1, Serum Response Factor (SRF) and NFkB
(NFKB1/p50 and RELA/p65) show increased expression in the
response of vascular smooth-muscle cells to oxidative stress caused
by hemin [55]. Yeh et al. (2009) found that increased expression of
ELK1 with increased tumor grading in prostate cancer and NFYB
are among the regulatory networks that differ in cancer cells as
compared to normal tissue [20]. However, direct regulation of
ELK1 by the AR [56] and estrogen-receptor [57] pathways has
been suggested.
NFYB forms ternary complexes with NFYA and NFYC. NFYB
shows interaction with p53, with significant overlapping target
genes in HCT116 cells [58], with emphasis on ER-stress regulators
and regulators of p53 itself. Notably, NFYB interacts with p53 to
downregulate Chk2, which is associated with DNA damage-
induced cell cycle progression in G2, and specifically targets cdc25
and p53 [59], and p73 to block the PDGFB receptor [60]. It will
be interesting to investigate how NFY is involved in the reported
dissociation of p53 and apoptosis in prostate regression after
castration [61].
Taken together, the present data reveal novel TF that may
contribute not only to prostate carcinogenesis and progression to
CRPC, but also to the regulation of gene expression during the
physiological adjustment of this organ to androgen variations in
seasonal reproducers or in social groups with a male hierarchy.
Supporting Information
Figure S1 TF localization in epithelial and stroma cells.
Schematic drawing showing the distribution of the newly identified
TF in the epithelium and stromal cells of the rat ventral prostate,
as observed by immunohistochemistry, and their variations in
response to castration at day 3 after surgery.
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